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(57) Abstract: The invention concerns a method for preparing an extract comprising a mixture of madecassoside, terminoloside and 



optionally asiaticoside, an extract of Centella asiatica comprising more than 75 wt. % of a mixture of madecassoside, terminoloside 
and asiaticoside, relative to the extract total weight, an extract of Centella asiatica comprising more than 95 wt. % of a mixture of 
madecassoside and terminoloside relative to the extract total weight and their use for regulating inflammatory mechanisms. 



<^> (57) Abrege : La presente invention concerne un procede de preparation d ? un extrait comprenant un melange de madecassoside, de 
terminoloside et le cas echeant d'asiaticoside, un extrait de Centella Asiatica comprenant plus de 75% en masse d T un melange de 
madecassoside, de terminoloside et d'asiaticoside, par rapport au poids total de Textrait, un extrait de Centella asiatica comprenant 
plus de 95% en masse d'un melange de madecassoside et de terminoloside par rapport au poids total de Textrait et leur utilisation 
dans la regulation des mecanismes inflammatoires. 
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PROCEDE DE PREPARATION D'UN EXTRAIT DE CENT ELLA ASIATICA RICHE EN MADECASSOSIDE 
ET EN TERMINOLOSIDE 



5 La pr6sente invention concerne un proc6d6 de pr6paration d'un extrait comprenant un 
m61ange de mad6cassoside, de terminoloside et le cas 6ch6ant d'asiaticoside, un extrait de 
Centella Asiatica comprenant plus de 75% en masse d'un melange de mad6cassoside, de 
terminoloside et d'asiaticoside, par rapport au poids total de P extrait, un extrait de Centella 
asiatica comprenant plus de 95% en masse d'un melange de maddcassoside et de 
10 terminoloside par rapport au poids total de l'extrait et leur utilisation dans la regulation des 
m6canismes inflammatoires. 

Centella asiatica, encore connue sous le nom de Violette marronne (He de la Reunion) de 
Gotu Kola ou d'Indian Pennywort (Ihde) ou de Centella repanda (Am6rique du Nord) et de 
15 Talapetraka (Madagascar), est une herbe polymorphe qui pousse a l'6tat sauvage dans des 
regions humides et ombragees k une altitude ideale de 600 metres. 

Centella asiatica appartient k la famille des Ombelliferes (Apiacees), particulierement a la 
sous famille des Hydrocotyles. Centella correspond au nom du genre de la plante alors que 
asiatica correspond k son esp&ce. Centella asiatica inclut trois vari6t6s denommees Typica, 

20 Abyssinica et Floridana. Centella asiatica est connue et utilisee par les m6decines 
traditionnelles malgache, indienne, chinoise, am&indienne ou indonesienne depuis plus de 
3000 ans. Elle prSsente des utilisations vari6es et diverses selon les pays. Elle est 
particulferement int6ressante pour ces propri6t6s cicatrisantes, s6datives, analgesiques, anti- 
d6pressives, anti-virales et anti-microbiennes. Elle est g6n6ralement utilisee par voie topique 

25 ou par voie orale. Paradoxalement, T apparition de Centella asiatica dans la m6decine modeme 
occidental fut tardive, puisqu'elle ne fit son entr6e au Codex qu'en 1884, et que le premier 
extrait sec ne fut r6alis6 qu'en 1941. 

Les actifs de Centella asiatica sont des triterp&nes pentacycliques, qui se trouvent a l'6tat de 
g&iines, ce sont les acides asiatique (formule I) et mad6cassique (formule II), et d'h6t6rosides, 
30 ce sont Pasiaticoside (formule IE) et le mad6cassoside (formule IV). 
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5 Les molecules d'asiaticoside, de madecassoside, d'acide asiatique et d'acide madecassique 
participent aux d6fenses naturelles de la plante. Pour pouvoir exploiter industriellement les 
actifs de Centella asiatica de maniere satisfaisante, il est done indispensable de collecter la 
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plante k T6tat sauvage, un stress environnemental etant n6cessaire pour que cette plante 
vivace pr6sente une teneur en triterpfenes importante. 

Les h&Srosides de Centella asiatica, madecassoside et asiaticoside, sont des complexes sucr6s 
qui constituent les fonnes de reserve de Tacide mad6cassique et de l'acide asiatique de la 
plante, synth6tis6s essentiellement, en saison humide. L'agression de la plante par des 
bacteries, des levures ou des champignons active les hydrolases lib6ratrices des genines. Les 
molecules triterp6niques sont particuli^rement int&ressantes du fait de leur action r6gulatrice 
et activatrice de la synthase de collagfenes. Les g6nines et h6terosides extraits de Centella 
asiatica favorisent notamment la synthase des collag&ies 1 et 3. Ces actifs sont utilises dans le 
domaine pharmaceutique principalement pour faciliter la cicatrisation et dans le traitement de 
Tinsuffisance veineuse. lis sont utilises dans le domaine cosmetique principalement en tant 
qu'agent anti-rides et anti-cellulite. Les actifs de Centella asiatica les plus couramment 
utilis6es dans Tart anterieur sont les acides asiatique et mad6cassique, ainsi que 1' asiaticoside. 
Le madecassoside etant tres soluble dans 1' eau, il est le plus souvent entrainS dans les eaux de 
lavage au cours des precedes d'extraction classiques des actifs liposolubles. 
Les procddes de Tart anterieur pennettent Tobtention d'un melange d' asiaticoside et de 
madecassoside. Ce melange comprend environ 25% en poids d' asiaticoside, 60% en poids de 
madecassoside et 15% en poids de produits secondares, principalement constitues d' acides 
gras et d'osides, par rapport au poids total du melange. D'autres precedes de I'art anterieur 
pennettent aussi Tobtention de madecassoside pur a 81% en poids par rapport au poids total 
de l'extrait, ledit extrait comprenant en outre des isomeres proches du madecassoside, des 
acides gras, principalement des acides linol6ique, linol6nique, palmitique ou ol6ique, et des 
sucres tels que des osides. 

De mantere surprenante, la demanderesse a mis au point un nouveau proc6de d'extraction qui 
permet l'obtention d'un melange de madecassoside, d' asiaticoside et d'une nouvelle molecule 
que Ton a appeie tenninoloside, ledit melange etant pur k plus de 75% en masse par rapport 
au poids total du melange et l'obtention d'un melange de madecassoside et de tenninoloside 
obtenu pur k plus de 95% en masse par rapport au poids total du melange. De la m§me 
maniere, la demanderesse a decouvert un extrait de Centella asiatica comprenant un melange 
de madecassoside, de tenninoloside et le cas ech6ant d' asiaticoside. 
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De manfere surprenante, la demanderesse a 6galement decouvert que le m61ange de 
madScassoside et de temiinoloside extrait des parties a6riennes de Centella asiatica pouvait 
gtre utilise dans un medicament pour r6guler les mecanismes inflammatoires. 
En outre, le m61ange de mad6cassoside, de temiinoloside et d'asiaticoside extrait des parties 
a6riennes de Centella asiatica peut etre utilis6 dans une composition cosm6tique pour 
pr6venir et retarder le vieillissement pr&natur6 de la peau. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, on entendra par temiinoloside la molecule chimique de 
nom general 2a, 3jS, 60, 23-tetrahydroxy olea-12-ene 28-oate de l[0-a-L-rhamnopyranosyl- 
(l-4)-0-/3-glucopyranosol-(l-6)]-0-/3-D-glucopyranose et de formule V suivante : 




OH 

Cette molecule presente le m&ne enchainement sucre que le madecassoside, a savoir un 
enchainement glucose-glucose-rhamnose. La structure du cycle terpSnique du temiinoloside 
correspond a celle du cycle terpenique de l'acide terminolique, de formule VI suivante : 




VI 



OH 



Le terminoloside est ainsi un isom&re de position du mad6cassoside. Cette mol6cule n'a 
jamais 6t6 isotee dans Tart ant&rieur. De plus, le terminoloside n'a jamais 6t6 cite comme 
etant un extrait 6ventuel de Centella asiatica et, par voie de consequence, aucun proc6de 
d'extraction de terminoloside k partir de Centella asiatica n'est coimu. 

On pourrait 6galement supposer qu'il existe un isomfcre de Fasiaticoside non d6tect£. Ainsi, 
dans le cadre de la pr6sente invention, on entend par le terme « asiaticoside » la mol6cule 
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chimique de formule HI 6ventuellement en melange avec un de ses isomeres oleaniques, s'il 
existe. 

Dans le cadre de la presente invention, on designera par l'expression « melange binaire » un 
melange comprenant principalement du madecassoside et du terminoloside, ce melange ne 
comprenant quasiment pas d'asiaticoside et on designera par l'expression « melange 
temaire » un melange comprenant principalement du mad6cassoside, du terminoloside et de 
l'asiaticoside. 

La prdsente invention a ainsi pour objet un proced6 de preparation d'un extrait comprenant un 
m61ange de madecassoside, de terminoloside et d'asiaticoside, caracterise en ce qu'il 
comprend les 6tapes suivantes : 

a) extraction des parties aeriennes de Centella asiatica au moyen d'un solvant 

alcoolique ; 

b) passage sur resine anionique de la solution alcoolique obtenue a l'6tape a) ; 

c) delipidation selective par extraction liquide/liquide de l'61uat obtenu a 1'etape b) ; 

d) concentration de la phase hydro-alcoolique delipidde jusqu'en phase aqueuse avec 
nitrations successives ; 

e) passage successif sur resine cationique puis sur r6sine anionique de la phase aqueuse 

obtenue k l'6tape d) ; 

f) stabilisation de la phase aqueuse obtenue a 1'etape e) par addition d'alcool et 
obtention d'un melange comprenant du madecassoside, du terminoloside et de l'asiaticoside. 
La presente invention a pour objet un procede de preparation d'un extrait comprenant un 
melange de madecassoside et de terminoloside, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) extraction des parties aeriennes de Centella asiatica au moyen d'un solvant 
alcoolique ; 

b) passage sur r6sine anionique de la solution alcoolique obtenue k 1'etape a) ; 

c) delipidation selective par extraction liquide/liquide de l'61uat obtenu k 1'etape b) ; 

d) concentration de la phase hydro-alcoolique delipidee jusqu?en phase aqueuse avec 
filtrations successives ; 

e) passage successif sur r6sine cationique puis sur resine anionique de la phase aqueuse 
obtenue a l'6tape d) ; 
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f) stabilisation de la phase aqueuse obtenue k 1' etape e) par addition d'alcool ; 

g) chromatographie selective de la phase hydro-alcoolique pr6-purifiee obtenue a 
F etape f) ; et 

h) recuperation du melange de madecassoside et de terminoloside dans sa forme finale. 
L' extraction des principes actifs de la plante de Centella asiatica est r6alis£e avantageusement 
k partir des parties a&iennes de la plante, dans le but principal de ne pas deteriorer ses racines 
et ainsi de pennettre le renouvellement naturel de cette plante vivace. 

Dans une variante avantageuse du proc6d6 selon l'invention, les parties a6riennes sont mises a 
mac6rer dans un solvant alcoolique avant retape d'extraction. Les solvants alcooliques, qui 
peuvent etre utilises selon la pr6sente invention, sont ceux traditioiuiellement usit6s par 
1'homme du metier, tel que l'ethanol et notamment l'ethanol k 70%. La solution alcoolique 
ainsi obtenue est ensuite purifiee au moyen d'un passage stir une resine anionique (etape b)). 
La resine anionique utilis6e dans le proc6d6 selon Tinvention est avantageusement une r6sine 
anionique forte possedant des groupements fonctionnels du type ammonium quaternaire. Ce 
passage de la solution alcoolique sur une resine anionique permet le piegeage des substances 
anioniques secondaires, notamment des substances phenoliques. 

Selon une variante avantageuse du proc6de selon l'invention, la solution alcoolique obtenue 
suite a V etape a) est clarifi6e avant de passer sur la resine anionique. Cette 6tape avantageuse 
de clarification consiste k ajouter k ladite solution alcoolique une solution de base forte, telle 
qu'une solution d'hydroxyde de sodium, et du charbon active. L'ajout de bases fortes permet 
la precipitation, et ainsi reiimination par filtration, des metaux et des autres substances 
pr6sentes susceptibles de reagir avec ces bases fortes. L'ajout de charbon active permet en 
plus de d6colorer, en la purifiant, la solution alcoolique, de fixer des acides gras ou des 
produits d'oxydation. 

Suite k retape b) de passage sur r6sine, avantageusement prec6dee d'une etape de 
clarification, reiuat obtenu est purifie de ces fractions grasses. Pour cela, il est soumis k une 
extraction liquide/liquide. Le solvant d'extraction utilise est un solvant apolaire, 
avantageusement un alcane tel que Theptane. Tbus les precedes d' extraction liquide/liquide 
connus de Thomme du metier peuvent etre mis en place dans le cadre du present procede 
selon Pinvention. Notamment, ladite extraction peut Stre une centrifugation. Le 
madecassoside etant hydrosoluble, on recupfcre la phase hydro-alcoolique. 
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La phase hydro-alcoolique ainsi obtenue est ensuite concentree jusqu'en phase aqueuse et 
filtrSe successivement, avantageusement plusieurs fois de suite, pour pennettre la 
precipitation des composes insolubles dans la phase aqueuse. 

Suite k ces premises Stapes du proc6d6 selon l'invention, on obtient une phase aqueuse dans 
5 laquelle les deux het&osides connus de Centella asiatica, k savoir 1'asiaticoside et le 
mad6cassoside, ainsi que le terminoloside sont solubles. Cette phase aqueuse est ensuite 
purifiSe par passage successif sur une r6sine cationique puis sur une resine anionique. Cette 
6tape de passage successif sur r6sine cationique puis sur r6sine anionique est une etape 
cssentielle du proc&i6 selon Invention. Avantageusement, la r6sine cationique utilisee est 
10 une rSsine cationique forte poss6dant des groupements fonctionnels du type sulfonates. De 
manifere avantageuse, la resine anionique utilis6e est une r6sine anionique forte poss6dant des 
groupements fonctionnels du type ammonium quaternaire. Dans le cadre du precede selon 
l'invention, l'ordre des resines Schangeuses d'ions est important afin d'am&iorer la fixation 
de fractions acides residuelles. 
15 Selon une variante avantageuse de l'invention, suite aux passages successifs sur r6sine 
cationique puis anionique de 1'etape e) et avant 1' etape £), la phase aqueuse obtenue est aussi 
mis k passer au travers de charbon active. Le chaibon activ6 pennet ainsi le captage des 
composes phenoliques secondares responsables de la coloration de la solution. 
Selon une autre variante avantageuse de l'invention, la phase aqueuse obtenue suite a 1' 6tape 
20 e), avant l'6tape f), et eventuellement suite a une etape de passage sur charbon active, subit 
une ou plusieurs 6tape(s) de concentration. 

La phase aqueuse obtenue suite k l'6tape e), eventuellement apr&s passage sur charbon activ6 
et/ou d6coloration, est ensuite stabilisee par ajout d'alcool (6tape f)). On obtient alors une 
phase hydro-alcoolique pr6-purifi6e dans laquelle les deux h6t6rosides connus de Centella 
25 asiatica et le terminoloside sont solubles. Le melange mad6cassoside, terminoloside et 
asiaticoside est avantageusement obtenu avec une puret6 sup&ieure & 75% en masse, par 
rapport au poids total dudit melange. 

La phase hydro-alcoolique pr6-purifi6e obtenue k l'Stape f) comprenant le madScassoside, le 
terminoloside et 1'asiaticoside pent ensuite Stre purifiee par chromatographic selective. La 
30 technique de chromatographic selective est bien connue de l'homme du m6tier. Elle permet de 
s6parer les molecules selon leur affinity avec la phase stationnaire. Cette 6tape de 
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chromatographic selective permet de separer l'asiaticoside du melange constitu6 du 
madecassoside et du terminoloside. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, l'eiuant utilise lors de la chromatographie selective est 
un solvant polaire. Avantageusement, le solvant est un melange d'eau et d'6thanol dans des 
proportions en eau/ethanol variant de 50/50 k 90/10 et typiquement, 75/25 en volume / 
volume. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, la phase stationnaire utilisee lors de la 
chromatographie selective est une phase stationnaire apolaire. Avantageusement, la phase 
stationnaire est constitute de silices apolaires greftees. Les greffons apolaires ont 
avantageusement 2 & 18 atomes de carbone, et encore plus avantageusement 12 a 18 atomes 
de carbones. 

Suite k ces etapes de precede, c'est-^-dire a Tetape h), un melange de madecassoside et de 
terminoloside est obtenu. Le melange a avantageusement un rapport massique 
madecassoside rterminoloside compris entre 30 et 70%, plus avantageusement compris entre 
40 et 60%. Ce melange est avantageusement obtenu avec une purete superieure a 95% en 
masse par rapport au poids total dudit melange. Ce melange binaire ne comprend quasiment 
plus d'asiaticoside (seulement 6ventuellement en quantites de Tordre des traces). 

La presente invention a egalement pour objet un extrait de Centella asiatica susceptible d'etre 
obtenu par le precede tel que d6crit pr6cedemment et comprenant plus de 95% en masse d'un 
melange de madecassoside et de terminoloside. Les impuret6s pr^sentes sont notamment des 
acides gras. Selon une variante avantageuse de Finvention, le melange de madecassoside et de 
terminoloside a un rapport massique en madecassoside par rapport au totum compris entre 
30% et 70% en masse de madecassoside, avantageusement entre 40% et 60% en masse de 
madecassoside. Avantageusement, F extrait selon Finvention est un agent anti-inflammatoire 
et immuno-modulateur. 

Selon une autre variante avantageuse de Finvention, le precede selon Finvention peut en outre 
comprendre un etape paralieie de standardisation du melange de madecassoside, de 
terminoloside et d'asiaticoside (melange ternaire), obtenu suite k T6tape f), par ajout d'une 
quantity appropri6e d'un extrait trds pur de Centella asiatica selon Finvention, c ! est-&-dire 
d'un melange de madecassoside et de terminoloside ayant une purete superieure k 95 % 
(melange binaire), susceptible d'etre obtenu par le precede selon Finvention suite k F6tape h), 
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de fa9on k ce que 1' extrait final ainsi obtenu ait une purete comprise entre 90 et 98% en poids, 
par rapport au poids total de l'extrait final. Le melange ternaire est ainsi standardise par 
addition du melange binaire de fa9on a fixer l'extrait final ainsi obtenu dans une fourchette 
repr6sentant une purete situ6e entre 90 et 98% en poids, par rapport au poids total de 1* extrait 
5 final. Par exemple, pour obtenir un extrait final ayant une purete de 90 % on m61angera 1 part 
du melange binaire avec 1 part du melange ternaire ; pour avoir une purete finale de 98%, on 
meiangera 9 parts du melange binaire avec 1 part du melange ternaire. 

La pr6sente invention a egalement pour objet un extrait de Centella asiatica standardise, 
10 susceptible d'etre obtenu suite a l'6tape de standardisation du precede selon ^invention et 
comprenant au moins 75% en masse, avantageusement au moins 85% en masse, d'un m61ange 
de madecassoside, de terminoloside et d' asiaticoside (melange tertiaire standardise). Les 
autres impuret6s presentes sont notamment des acides gras. Dans cet extrait standardise de 
Centella asiatica, le rapport massique asiaticoside :(madecassoside+terminoloside) est 
15 avantageusement compris entre 5 :95 et 25 :75. Si le pourcentage massique en asiaticoside est 
trop important, il y a un risque de separation de phase. En effet F asiaticoside est 
organosoluble alors que le madecassoside et le terminoloside sont hydrosolubles. Le melange 
constitue de madecassoside et de terminoloside est tellement hydrosoluble qu'il peut 
solubiliser jusqu'& environ 25% en masse d* asiaticoside. Dans cet extrait standardise de 
20 Centella asiatica, le rapport massique mad6cassoside:terminoloside est avantageusement 
compris entre 30:70 et 70:30, encore plus avantageusement entre 40:60 et 60:40. 

La pr£sente invention a aussi pour objet un medicament comprenant un extrait de Centella 
asiatica comprenant plus de 95% en masse d'un melange de madecassoside et de 

25 terminoloside ou un extrait de Centella asiatica standardise tels que decrits precedemment et 
un support phannaceutiquement acceptable. Pour des raisons pratiques de pharmacologic, on 
prefere utiliser comme medicament un melange binaire plut6t qu'un melange ternaire. 
Le madecassoside et le terminoloside peuvent s'hydrolyser, notamment au contact de la flore 
cutanee, respectivement en acide mad6cassique et en acide terminolique. Cependant, ces 

30 acides respectifs ne montrent pas d'activite immuno-modulatrice. 

Lorsqu'un corps etranger, tel qu'une bacterie ou un virus, penfetre dans notre organisme, ce 
dernier met en marche un systfcme de defense, appel6 systfeme immunitaire, pour le combattre. 
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Le systeme immunitaire doit eliminer le corps etranger sans pour autant d&ruire son propre 
organisme. Dans une maladie auto-immune, le systeme immunitaire ne reconnait plus comme 
siennes certaines structures «de soi» de l'organisme, il se deregle et devient capable 
d'agresser ces structures « de soi ». 

5 Dans le cas particulier du psoriasis, les antigenes de l'organisme, circonvenus par la defense 
immunitaire, agressent la peau du sujet, ce qui entraine une derive inflammatoire. 
L'hyperreaction du systeme regulatoire entraine une hyperproliferation des keratinocytes et 
done la formation de plaques tres epaisses et non homogenes de k6ratinocytes et de 
corn6ocytes. Le medicament selon l'invention est destine a inbiber la production pathologique 
10 des defenses immunitaires. Ledit medicament est avantageusement destin6 a reguler les 
mecanismes inflammatoires. De maniere encore plus avantageuse, ledit medicament est 
destine au traitement des maladies auto-immunes, des maladies inflammatoires chroniques, 
des maladies inflammatoires atopiques ou des maladies intestinales. Avantageusement, ledit 
medicament est destine au traitement du psoriasis, du vitiligo, du pityriasis, des sclerodermies, 

15 des dermatoses bulleuses, de Teczema, de la dermatite atopique, de 1'allergie ou de I'arthrite 
rhumato'ide. 

Dans le domaine de la dermatologie, le medicament selon ^invention est aussi destine a la 
prevention et au traitement des derives inflammatoires chroniques liees au vieillissement et 
ses consequences. Ledit medicament est avantageusement destine a la prevention et au 
20 traitement des maladies choisies parmi les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies 
pigmentaires de la peau, l'hypervascularisation dermique et les fissurations inflammatoires. 
Ledit medicament est aussi avantageusement destine a reguler l'homeostasie tissulaire 
dermique, via une protection et une stimulation cellulaire ayant pour consequence 
ram61ioration de lamatrice extra-cellulaire contribuant au dialogue dermo-epidermique. 

25 

La presente invention a aussi pour objet une composition cosmetique comprenant un extrait 
de Centella asiatica standardise tel que decrit precedemment et un support cosm6tiquement 
acceptable. Ladite composition cosmetique est utilisee avantageusement pour prevenir toute 
derive pathologique auto-immune pouvant resulter du vieillissement naturel de la peau. Ladite 
30 composition cosmetique est egalement utilisee avantageusement pour retarder le 
vieillissement naturel au niveau de 1' amelioration de la fonctionnahte cellulaire. Ladite 
composition cosmetique est utilis6e encore plus avantageusement pour prevenir le 
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vieillissement acc616r6 de la peau soumise aux agressions exterieures, notamment pour 
prevenir le vieillissement photo-induit de la peau. 

Le milieu exterieur agresse en pennanence la peau, que ce soit via un rayonnement ultraviolet 
ou via le rayonnement 6mis par les lampes k d6charge ou les divers antigenes atmospheriques 
naturels ou existants du fait de Pactivite humaine, la pollution urbaine, etc., ce qui engage des 
processus biologiques d' acceleration du vieillissement nature!. Le systfeme anti-inflammatoire 
est ainsi en action de maniere pennanente, ce qui entraJne une acceleration du renouvellement 
des k6ratinocytes de la peau, voir une hyperprolif&ration, aggravant Pentropie du tissu par une 
surexpression de prot6ines spdcifiques et & terme une deperdition de fonctionnalite. La 
consequence en est, un renouvellement epuisant des reserves naturelles de cellules de 
keratinocytes et Fentrainement d'un vieillissement prematura de la peau. L'utilisation 
cosmetique de la composition selon rinvention pennet avantageusement d'inhiber les 
d6sordres inflammatoires et ainsi de pr6venir le vieillissement de la peau 
Le medicament ou la composition cosmetique se presente avantageusement sous une forme 
solide, p&teuse ou liquide. Avantageusement selon lapr6sente invention, le medicament ou la 
composition cosmetique est formul6 pour etre administre par voie topique, orale, sous- 
cutanee, injectable, rectale et genitale. De maniere avantageuse selon la presente invention, 
lorsque le medicament ou la composition cosmetique est formule pour §tre administre par 
voie topique, ledit medicament ou ladite composition se presente sous forme de solution 
aqueuse, de crfcme blanche ou coloree, de pommade, de lait, de lotion, de gel, d'onguent, de 
s6rum, de pate, de mousse, d'a&rosol, de shampoing ou de stick. De mani&re avantageuse 
selon la presente invention, lorsque le medicament ou la composition cosmetique est formula 
pour Stre admimstr6 par voie orale, ledit m6dicament ou ladite composition peut se presenter 
sous la forme de solution aqueuse, 6mulsion, comprimes, gelules, capsules, poudres, granules, 
solutions ou encore de suspensions orales. De maniere avantageuse selon la pr6sente 
invention, lorsque le medicament ou la composition cosmetique est formule pour Stre 
administre par voie sous-cutanee, ledit medicament ou ladite composition peut se presenter 
sous la forme d'ampoules injectables steriles. De maniere avantageuse selon la presente 
invention, lorsque le medicament ou la composition cosmetique est formule pour §tre 
administre par voie rectale, ledit medicament ou ladite composition peut se presenter sous la 
forme de suppositoires. De maniere avantageuse selon la presente invention, lorsque le 
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m6dicament ou la composition cosm6tique est formute pour 6tre administr6 par voie g&iitale, 
ledit medicament ou ladite composition peut se pr6senter sous la forme d' ovules. 
La quantit6 du medicament selon Tinvention k administrer depend de la gravite et de 
l'anciennet6 de l'affection traitte. Naturellement, le m6decin adaptera aussi la posologie en 

5 fonction du malade. Le traitement de patients soufifrant d'une maladie auto-immune, par 
Textrait de Centella asiatica contenant plus de 95% en masse du m61ange de madScassoside et 
de terminoloside par rapport au poids total du melange, consiste notamment en 
I* administration topique dudit medicament k raison de 1 a 3% en poids, par rapport au volume 
de l'excipient, dudit extrait dans le v&ricule transdermique, par jour en une ou plusieurs fois. 

10 D'une manifcre particulieremerit avantageuse, 1' administration dudit medicament k des doses 
telles que dSfinies ci-dessus est rSpartie en 1 k 3 administrations quotidieimes. 

Les exemples suivant illustrent rinvehtion sans toutefois en limiter la port6e. 

15 Exemple 1: composition d'une erfeme selon ^invention 



Ingredients : INCI 


*y/w % 


Extrait madecassoside/terminoloside 




selon rinvention (purete > 95%) 


1.0% 


Beheneth- 10 


1.5 % 


Beheneth - 25 


1.5% 


Dycaprylyl Carbonate 


5.0% 


Hexyl Laurate 


5.0% 


Isohexadecane 


5.0% 


Cetearyl Isononaoate 


5.0% 


Dimethicone 


1.0% 


Behenyl Alcohol 


2.0% 


Hydrogenated Vegetable Glycerides 


2.0% j 


Phenoxyethanol & parabens 


0.5% 1 


Tocopheryl Acetate 


0.5% 


Eau d6mineralis6e 


qsp 100 


Glycerin 


3.0% 


Butylen Glycol 


2.0% 


Xanthan gum 


0.1% 


Carbomer 


0.2% 


r 


rableau 1 
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Exemfilg 2: composition d'une creme selon l'invention 



Ingredients : INCI 


w/w % 


Extrait madecassoside/terminoloside 
selon Tinvention (puret6 > 95%) 


1% 


Cetearyl Glucoside & Cetearyl Alcohol 


5.0% 


Caprylic/Capric Trygliceride 


5.0% 


squalane 


5.0% 


Cetearyl Isononanoate 


3.0% 


Dimethicone crosspolymere 


1 2.0% 


Stearyl Alcohol 


1 CO/ 

1.5% 


Dycaprylyl Carbonate 


5.0% 


Parabens 


0.1% 


Eau d6mineralis6e 


r qsp 100 


Phenoxyethanol & Parabens 


0.5% 


Glycerine 


2.0% 


Carbomere 


0.3% 


PEG 32 


2.0% 


Xanthan Gum 


0.2% 


Aluminium starch octenylsuccinate 


2.0% 



Tableau 2 



5 ExemPle 3 : Procede d'extraction d'un melange de madecassosid e et de ierminoloside 
pur a plus de 95% en masse par rapport au po ids total de r extrait : 

a) Defecation et purification sur colonne du jus alcoolique initial 

Les parties aSriennes de Centella asiatica utilisees dans cet exemple comprennent les feuilles 
avec environ 2 a 3 cm de tige. 250 kg de parties aeriennes de Centella asiatica sont separ6s en 

10 trois lots de quantites egales. Les principes actife de Centella asiatica sont extraits de ses 
parties a6riennes selon le principe de l'extraction a contre-courant. Un lot de parties aeriennes 
de Centella asiatica neuves, c'est-a-dire n'ayant encore subi aucune maceration ni aucune 
filtration et done tres riche en principes actifs, est extrait une fois avec un jus de deuxieme 
extraction, c'est-a-dire un solvant appauvri et presque sature en principes actifs. Le jus ainsi 

1 5 obtenu, que l'on appelle jus final, est ensuite directement envoye dans une cuve de defecation. 
Le lot est ensuite sounds a une deuxieme extraction avec un jus de premiere maceration, c'est- 
a-dire un jus moins charge que le jus utilise precedemment et done apte a solubiliser plus de 
principes actifs. C'est ce jus qui sert de jus de deuxieme extraction. Le lot est enfin soumis a 
une troisieme extraction avec un solvant neuf et ainsi apte a solubiliser les dernier 

20 pourcentages de principes actifs encore presents dans le lot. C'est ce jus qui sert de jus de 
premiere extraction. 
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Dans le cadre de cet exemple le solvant de maceration et de filtration utilise est de l'6thanol k 
70%. Pour 250 kg de parties aeriennes de Centella asiatica, on utilise 
1600 L d'&hanol k 70%. 

Suivant si P6tape pr6c6dente d' extraction est rfeilisee en cuve statique ou en cuve dynamique, 
le temps de mac6ration des parties aeriennes de Centella asiatica dans F6thanol k 70%, plus 
ou moins satur6 en principes actifs, varie de un jour k quelques heures. Dans le cas particulier 
de cuves dynamiques chauftees k une temperature de 60°C, le temps de maceration est de 
deux heures. On ajoute ensuite au jus final 10 L d'une solution d'hydroxyde de sodium k 30 
% puis 10 kg de charbon activ6, qui pennet par agitation de d6colorer la solution. La solution 
est laissee sous agitation 40 minutes puis elle est filtree. On passe le filtrat k travers une r6sine 
anionique forte, poss6dant des groupements fonctionnels du type ammonium quatemaire, k un 
debit de 300 L/h. 

L'61uat hydro-alcoolique ainsi obtenu est ensuite neutralist par Thydroxyde de sodium k un 
pH apparent compris entre 5,3 et 6,9 puis soumis k une extraction liquide/liquide qui est 
avantageusement centrifuge, par de I'heptane. 

La phase degraiss6e ainsi obtenue est concentree au moyen d'une evaporation continue sous 
pression reduite a une temperature ne depassant pas 70°C. Cette concentration permet 
d'eliminer V asiaticoside contenu dans la phase degraissee. On concentre jusqu'a recuperer un 
volume d'ethanol correspondant k environ 90% en volume du volume initial de la phase 
d6graissee et jusqu'i la precipitation dans la phase degraissee de V asiaticoside. Cette phase 
est ensuite filtr6e et on recupfcre les eaux meres. Le madecassoside est tellement hydrosoluble 
qu'il solubilise environ 20% en masse de Tasiaticoside ayant precipit6 lors de l'6tape 
prec6dente de concentration. 

b) Etapes de preparation d'une phase hydro-alcoolique pr£-purifi6e 
La phase aqueuse concentree recuper6e est purifiSe par passage sur rfeine cationique puis sur 
resine anionique. La r6sine cationique est une rSsine cationique forte poss6dant des 
groupements fonctionnels du type sulfonates. La r6sine anionique est une r6sine anionique 
forte possedant des groupements fonctionnels du type ammonium quaternaire. L'61uat ainsi 
obtenu est une phase hydroalcoolique qui est ensuite neutralis6e par Facide chlorhydrique k 
un pH compris entre 6,75 +/- 0,25 et d6color6epar passage sur du charbon activ6. 
La solution ainsi obtenue est filtr6e puis concentr6e, en r6acteur sous pression r6duite, jusqu'& 
Pobtention d'une phase aqueuse selon le m§me principe que la concentration pr6c6dente. Elle 
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est ensuite r6ajustee par ajout d'ethanol afin d'obtenir une solution hydro-alcoolique stabilis6e 
.ayant une teneur en matieres seches de 200 g +/- 20 par litre et un pourcentage d'alcool de 
35% +/- 3,5 % volume / volume On obtient ainsi une phase pre-purifi6e riche en 
madecassoside et en tenninoloside et contenant encore de l'asiaticoside. 

5 c) Etape de purification 

La phase hydro-alcoolique pre-purifiee ainsi obtenue est ensuite soumise a une separation par 
chromatographic selective. Lors de cette chromatographie selective, la. phase stationnaire 
utilisee est une phase constitute de silices apolaires greffees, les greffons apolaires ayant 18 
atomes de carbone et mesurant 10pm. Le solvant utilis6 est un melange d'eau a 65% en 

10 volume et d'ethanol a 35% en volume par rapport au volume total du melange. L'eluat ainsi 
obtenu est ensuite concentre, s6ch6, broye. Ces diflerentes etapes permettent l'obtention d'un 
extrait sec de Centella asiatica. 

L'extrait sec contient 99,8% en masse, par rapport au poids total de l'extrait, d'un melange 
51 :49 en masse de mad6cassoside et de terminoloside (melange binaire). 

15 

F.ycmnle 4 : Procede d'extraction et de preparation d'un melange standardise de 
madecassoside, terminoloside et asiaticoside : 

Le proced6 d'extraction est identique a celui decrit dans l'exemple 3 jusqu'a l'etape 
d'obtention d'une phase pre-purifiee riche en madecassoside et en terminoloside et contenant 

20 encore de l'asiaticoside (avant l'etape de purification) : melange ternaire. 

Cette phase pre-purifiee a une purete en madecassoside, terminoloside et asiaticoside de 80% 
en masse. Les impuretes presentes sont notamment des acides gras. Si on ramene les quantit6s 
de madecassoside, de terminoloside et d' asiaticoside a 100%, le melange comprend environ 
39% en poids de madecassoside, 39% en poids de terminoloside et 22% en poids 

25 d'asiaticoside. 

Cet extrait est standardis6 par ajout de 100% en masse du melange binaire obtenu a l'exemple 
3 (soit autant de melange ternaire que de melange binaire). 

On obtient alors un extrait standardise de Centella asiatica presentant une purete de 90% en 
masse. Cet extrait comprend, Si on ramene les quantit6s de madecassoside, de terminoloside 
30 et d'asiaticoside a 100%, 45,7% en poids de madecassoside, 44,5% en poids de terminoloside 
et 9,8% en poids d'asiaticoside. 
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ExgBBlS 5 : Isolement des deux isomeres m adecassoside et terminnlnside : 

300 mg d'un melange de madecassoside et terminoloside sont chromatographies sur une 
colonne pr6paratrice (de marque Hypurity CI 8 (250 x 4,6)) ayant une phase mobile 
eau :ac6tonitrile 81 :19 v/v, k 30°C. La detection est effectute k une longueur d'onde de 210 
nm. On obtient ainsi 95 mg de terminoloside et 85 mg de madecassoside. 
La structure chimique de madecassoside et de terminoloside est confirmee par analyse 
spectrometrique (RMN 1H, RMN 13C et spectrometrie de masse). 

Exemple 6 : evaluation des effete modulatetirs du melange de madecassoside et de 
terminolos ide vis-^-vis de la croissance cellulaire de keratin ocytes humains 
hvperproliferatifs : 

Dans cet exemple ainsi que dans les exemples suivants, l'extrait contient 99.8 % du melange 
de madecassoside et de terminoloside en poids selon 1'invention par rapport au poids total de 
l'extrait; ledit melange contenant 51% en poids de madecassoside et 49% en poids de 
terminoloside, par rapport au poids total du melange. 

L'extrait selon 1'invention contenant principalement le melange de madecassoside et de 
terminoloside, ledit extrait sera indifferemment designe, dans cet exemple ainsi que dans les 
exemples suivants, sous F expression un melange de madecassoside et de terminoloside ou 
sous ^expression un melange selon 1'invention. 

Le sujet de cet exemple est d'evaluer les effets modulateurs du melange de madecassoside et 
de terminoloside vis-4-vis de la croissance cellulaire des k6ratunocytes humains 
hyperproliferatifs. L'exemple a 6te realise sur des keratinocytes humains HaCaT stimules par 
le Keratinocyte Growth Factor (ci apres denomme KGF) et/ou l'Elastase Humaine 
Leucocytaire (ci apr£s denommee EHL). 

a) Etude de la cytotoxicite du melange de madecassoside et de terminoloside 
Cette etude de cytotoxicite consiste a determiner la dose maximale de produit n'entrainant pas 
de toxicite cellulaire. La cytotoxicite a ete etudiee sur des keratinocytes humains HaCaT 
ensemences dans des plaques 96-puits a raison de 20*10 3 , gamme large, et lOxlO 3 , gamme 
restreinte, cellules par puits. La viabilite cellulaire est evaluee par un test colorimetrique au 
Rouge Neutre. Le Rouge Neutre est un colorant faiblement cationique qui penfetre les 
membranes cellulaires par un phenomfcne de diffusion non ionique et qui se fixe au niveau 
intracellulaire sur les groupements phosphate et/ou carboxylique de la matrice lysosomiale. 



WO 2004/062678 



PCT/FR2003/003651 



Des modifications dans 1' accumulation et la retention du Rouge Neutre sont observees lorsque 
les membranes cellulaires sont endommagees. La densite optique de la solution obtenue apres 
incubation des cellules en presence de Rouge Neutre est done proportionnelle au nombre de 
cellules vivantes. 

5 Une gamme large de 9 concentrations, de 0,001 a 1 mg/ml, a ete testee dans un premier 
temps, Les differentes solutions-tests ont ete prepares dans du milieu DMEM, Dubelco 
Modified Essential Meduim, additionne de 10% en volume de SW, s6rum de veau foetal. 
Apres 24 faeures de contact, les concentrations inferieures ou 6gales a 1 mg/ml n'induisent 
aucune modification significative de la reponse cellulaire vis-a-vis de Rouge Neutre. Une tres 

10 faible diminution de la capture du Rouge Neutre, correspondant a 10% d'inhibition, est 
observee uniquement a la plus forte concentration testee de 1 mg/ml. A partir de ces r6sultats, 
une gamme restreinte, entre 0,05 et 5 mg/ml, a ete etablie afin de preciser la dose maximale 
non cytotoxique. La viabilite cellulaire est evaluee par un test colorimetrique au Rouge 
Neutre, apres 72 aeures d'incubation. Les resultats confirment la non toxicit6 des 

15 concentrations inferieures ou egales a lmg/ml. A partir de 1 mg/ml, on observe un leger effet 
cytotoxique dose-dependant. La plus forte concentration testee, 5 mg/ml, inhibe de 43% la 
reponse cellulaire vis-a-vis du Rouge Neutre. 

Une seconde gamme restreinte comprise entre 0,075 et 5 mg/ml a ete testee. L'essai a ete 
realis6 sur des cellules HaCaT, apres solubilisation du melange de madecassoside et de 
20 terminoloside dans du dimethylsulfoxide, ci apres denomme DMSO, a une concentration de 
1%. La viabilit6 cellulaire est evaluee par un test colorimetrique au Rouge Neutre, apres 72 
feeures d'incubation. Les resultats obtenus sont similaires a ceux enregistres en absence de 
DMSO. 

Le tableau 3 ci-dessous regroupe 1' ensemble des resultats, la viabilite cellulaire est exprimee 
25 en pourcentage de l'essai t6moin. 



Concentration (mg/ml) 


0,05 


0,075 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


Gamme large (24h) 


102% 


n.t. 


105% 


n.t. 


100% 


n.t. 


90% 


n.t. 


n.t. 


Gamme restreinte n°l 
(72h) 


99% 


100% 


98% 


99% 


97% 


96% 


91% 


80% 


57% 


Gamme restreinte n°2 
(72h) 


n.t. 


102% 


101% 


99% 


97% 


94% 


91% 


78% 


55% 



Tableau 3 



L'abr6viation n.t. signifie non test6. 



WO 2004/062678 



18 



PCTYFR2003/003651 



Compte tenu de ces r6sultats, on a d6cid6 de retenir la concentration de 300|ag/ml, comme 
dose maximale, pour tester l'activite anti-proliferation du melange de madecassoside et de 
terminoloside. 

b) Effet sur la proliferation cellulaire : 

5 Le principe du test repose sur revaluation de la croissance de k6ratinocytes humains 
hyperproliferatifs en absence et en presence du m61ange de madecassoside et de 
terminoloside. La m&hode est basee sur la mesure des densit6s cellulaires au niveau des 
cultures stimulees par le KGF ou par PEHL. Les densites cellulaires sont appr6ci6es par un 
test colorimetrique au Rouge Neutre. L'absorbance des solutions est lue k 540 nm a Taide 

1 0 d'un lecteur de microplaque. 

4 concentrations du melange de madecassoside et de terminoloside ont et6 testees : 
Ci=10 ^ig/ml C 2 =30 jig/ml C 3 =100 jig/ml C 4 =300^g/ml 

b.n Stimulation par le KGF : 
On prepare 6 lots tests : un lot contr61e {cellules noil stimulus), un lot t&noin KGF (cellules 

15 stimulees par KGF a une concentration de lOOng/ml) et 4 lots traites (cellules stimulees par 
KGF et traitees avec le melange de madecassoside et de terminoloside). On mesure les 
•densites otiques a t=0 jours, fr=2 jours et t=5 jours. Les moyennes des densites optiques, D.O., 
sont converties en densites cellulaires, cellules/puits, a partir de la droite de regression : 
D.O.=0,00355x(10 3 cellules/puits) + 0,0018 

20 Le tableau 4 suivant regroupe les densites cellulaires enregistrees au bout de 2 et 5 jours apres 
activation des cellules par le KGF. 





Traitement 2 jours 


Traitement 5 jours 


Stimulation KGF 


Cellules/puits 


Croissance 
cellulaire 


Cellules/puits 


Croissance 
cellulaire 


T&noin sans KGF 


56465+/- 2486 




115802+/- 988 




T6moin avec KGF 


85833 +/- 1742 


100% 


157616+/- 6359 


100% ! 


Cj et KGF 


84388+/- 2616 


98% n.s. 


161354+/- 5165 


102% n.s. 


CzetKGF 


85304+/- 1312 


99% n.s. 


161248+/- 4232 


102% n.s. 


. C 3 et KGF 


84317+/- 1444 


98% n.s. 


152081+/- 2536 


96% n.s. 


C 4 etKGF 


83259 +/- 1960 


97% n.s. 


150071 +/- 7087 


95%n.s. 



Tableau 4 



L'abr6viation n.s. signifie que le r6sultat n'est pas statistiquement significatif. 
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Les resultats obtenus ne montrent aucune modification significative de la croissance des 
cellules HaCaT stimulees par le KGF, apres 2 ou 5 jours de culture en presence du melange 
selon l'invention. 

Stimulation par l'EHL : 

5 On prepare 6 lots tests : un lot contrdle (cellules non stimuldes), un lot temoin KGF (cellules 
stimulees par EHL a une concentration de 3nM soit 90 ng/ml) et 4 lots trait6s (cellules 
stimulees par EHL et traitees avec le melange de mad6cassoside et de terminoloside). On 
mesure les densites otiques a t=0 jours, t=2 jours et t=5 jours. Les moyennes des densites 
optiques, D.O., sont converties en densit6s cellulaires, cellules/puits, a partir de la droite de 

10 r6gression : D.O.=0,004S8x(10 3 cellules/puits) + 0,041 

Le tableau 5 suivant regroupe les densites cellulaires enregistrees au bout de 2 et 5 jours apres 
activation des cellules par l'EHL. 





Traitement2jours 


Traitement5 jours 


Stimulation EHL 


Cellules/puits 


Croissance 
cellulaire 


Cellules/puits 


Croissance cellulaire 


T&noin sans EHL 


66668+/- 1380 




89180+/- 2202 




T6moin avec EHL 


875973 +/- 1400 


100% 


157616 +/- 6359 


100% 


Ci etEHL 


76764+/- 799 


101% n.s. 


114584+/- 2463 


100% n.s. 


Q etEHL 


75891+/- 1190 1 


100% n.s. 


115539+/- 1261 


101% n.s. 


C 3 et EHLF 


73408 +/- 1690 


97%(p<30,05) 


112428+/- 1548 


98% (p £0,05) 


C 4 etEHL 


72016+/- 1597 


95%(p<0,05) 


93355 +/- 1429 


82%ps©,05) ' 



Tableau 5 



L'abr6viation n.s. signifie que le resultat n'est pas statistiquement significatif. 

15 p <0,05 signifie que les resultats sont statistiquement significatifs, avec une erreur de 0,05%. 
Les resultats obtenus montrent une legere diminution de la croissance des cellules HaCaT 
stimul6es par l'EHL, apres 2 ou 5 jours de culture en presence du melange selon l'invention. 
Ce 16ger effet inhibiteur n'apparait qu'aux fortes concentrations. A 300ug/ml, le m61ange de 
madecassoside et de terminoloside reduit de 18% par rapport au temoin la croissance des 

20 cellules activSes par l'EHL apres 5 jours de traitement 
c) Conclusion : 

En conclusion, le KGF, a une concentration de 100 ng/ml, et l'EHL, a une concentration de 
90ng/ml, stimulent la croissance des cellules HaCaT. 
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Le melange de madecassoside et de ternainoloside n'est pas capable, dans la gamme des 
concentrations test6es, de moduler la croissance des cellules HaCaT stimulus par le KGF. Le 
melange selon l'invention est capable de moduler, de maniere dose-dependante, la croissance 
des cellules HaCaT stimulees par l'EHL. Le melange de madecassoside et de terminoloside a 
5 la dose de 300ug/ml est capable de reduire de 18% la croissance des cellules HaCaT 
stimul6es par l'EHL. 

Exemple 7; mise en Evidence de l'activite anti-mflammat oire du melange de 
madecassoside et de terminoloside sur des kfratinocv tes humains en culture : 

10 Le sujet de cet exemple est d'evaluer l'activit6 anti-inflammatoire du m61ange selon 

l'invention sur la production et la liberation de cytokines epidermiques pro-inflammatoires ; 

IL-la et PGE-2, par des keratinocytes humains en culture, soumis a un stress irritatif. 

a) Etude de la cytotoxicity du melange de madecassoside et de terminoloside 

Cette etude de cytotoxicity a 6t6 menee de la meme mantere que dans l'exemple 4 et les 
1 5 memes resultats ont ete obtenus. De plus, 1'etude de cytotoxicity a ete complet6e par un essai 

sur k&ratinocytes humains, souche K02-1H4, afin de confirmer la non-toxicit6 des 

concentrations sur les cellules cibles. 

Une gamme de 8 concentrations, de 0,075 a 5 mg/ml, a et6 etudiee. Le melange de 
madecassoside et de terminoloside pr6alablement solubilis6 dans du DMSO a 6te ajoute au 

20 milieu de culture aux concentrations choisies, la concentration finale en DMSO est de 1%. La 
• viability cellulaire a 6te effectuee par un test Rouge Neutre. 
Les resultats confirment la non toxicity des concentrations inferieures ou egales a 2,5 mg/ml, 
apres 72 heures d'incubation. La plus forte concentration testee, de 5 mg/ml, entraine une 
inhibition de 3 0% de la capture du Rouge Neutre. 

25 Le tableau 6 ci-dessous regroupe les resultats. La viability cellulaire est exprimee en 
pourcentage de 1' essai t6moin. 



Concentration (mg/ml) 


0,075 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


ViabiHt6 (72h) 


98% 


96% 


102% 


96% 


93% 


98% 


95% 


70% 



Tableau 6 

Compte tenu de ces r6sultats, on a decid6 de retenir la concentration de lmg/ml, comme dose 
maximale, pour tester l'activit6 anti-inflammatoire du melange de madecassoside et de 



30 terminoloside. 



WO 2004/062678 



PCT/FR2003/003651 



b) Activite anti-inflammatoire : 

Le principe du test repose sur Evaluation de la production de cytokines pro-inflammatoires 
par des keratinocytes humains, en reponse a un stress irritatif. La methode est basee sur la 
mesure du taux intraceUulaire d'lL-la et du taux de PGE-2 liber6 dans le milieu 
5 extracellulaire par des keratinocytes cultives en absence et en presence du melange de 
madecassoside et de tenninoloside et stimuli par le PMA, c'est-a-dire par le phorbol-1,2- 
myristate 13-acetate. 

L'6tude a 6t6 r6alisee sur des keratinocytes isoles a partir de peau de prepuce de jeunes 
enfants, souche K02-1H4. 3 concentrations du melange de mad6cassoside et de terminoloside 
10 ont et<§ test6es : 

Ci=0,l mg/ml C 2 =0,5 mg/ml C 3 =1,0 mg/ml 

b.n Liberation de PGE-2 : 
Le tableau 7 suivant regroupe les taux de PGE-2, exprimes en pg/ug de proteine, obtenu apres 
activation des cellules ainsi que les taux basaux. La production de PGE-2 induite par le PMA 
15 et l'activite anti-inflammatoire (par la suite denommee AAI) ont 6te calcules pour chaque 
concentration selon : 

PGE-2 production = PGE-2 av ec pma — PGE-2 sans pma 

et AAI = [(PGE^productionceiiuies tdmoins - PGE-2productionoeiiuies traiw^/PGE^productionceiiuies 

temoins] x 100 



melange de 
madecassoside et de 
terminoloside 


0 mg/ml 
cultures temoins 


0,1 mg/ml 


•0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


PGE-2 sans PMA 


4,96+/- 0,52 


4,96+/- 0,52 


4,96+/- 0,52 


4,96+/- 0,52 


PGE-2 avec PMA 


39,34 +/-2,64 


18,73+/- 0,67 


10,69+/- 0,50 


6,60 +/- 0,44 


PGE-2 production 


34,38+/- 2,64 


13,77+/- 0,67 


5,73+/- 0,50 


1,64+/- 0,44 


Activite anti-inflammatoire (%) 


60% 


83% 


95% 



20 "~~ ~ Tableau 7 

L' exposition des keratinocytes au PMA se traduit par une trfes importante production et 
liberation de PGE-2 dans les milieux de culture des cultures t6moins. En effet, le taux de base 
enregistr6 au niveau des cultures non stimul6es est multipli6 par 8 apr&s stimulation par le 
PMA. Ces r6sultats confinnent que PGE-2 est une cytokine dont T expression, la production et 

25 la liberation peuvent Stre induites par un agent inflammatoire comme le PMA. 
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Les taux de PGE-2 enregistres apres stimulation par le PMA au niveau des cultures traitees 
avec le melange de madecassoside et de terminoloside sont tres nettement inferieurs a ceux 
observes au niveau des cultures temoins. Cet effet inbibiteur du m61ange selon l'invention vis- 
a-vis de la liberation du PGE-2 induite par le PMA est dose-dependant Les differences 

5 enregistrees au niveau des lots Ci, C 2 , et C 3 se sont rev616es statistiquement significative (p <, 
0,01, test t de Student). La plus forte concentration du melange de madecassoside et de 
terminoloside test6e, de 1 mg/ml, est capable d'inhiber totalement la production de PGE-2 
induite par le PMA. 

b.2) Production d'lL-laintracellulaire : 

10 Le tableau 8 suivant regroupe les taux intracellulaires d'lL-la, exprimes en pg/ug de proteine, 
obtenu apres activation des cellules ainsi que les taux basaux. La production de d'lL-lo! 
induite par le PMA et l'activit6 anti-inflammatoire (par la suite denommee AAI) ont et6 
calcules pour chaque concentration selon : 

JL-\a production = IL-l0!avec PMA - IL-lCXsansPMA 

1 5 et AAI = [(IL-la productionoeiiuies temoins - IL-la productionceiiuies trait&s)/ IL-la productioncdiuies 

tfanoinsl x 100 



melange de madecassoside 
et de terminoloside 


0 mg/ml 
cultures temoins 


0,1 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


IL-la sans PMA 


2,88+/- 0,23 


2,88+/- 0,23 


2,88 +/- 0,23 


2,88 +/- 0,23 


IL-lce avec PMA 


12,11+/- 0,41 


8,94+/- 0,11 


6,86+/- 0,47 


4,70 +/- 0,30 


TL- la production 


9,23+/- 0,41 


6,06+/- 0,11 


3,98 +A 0,47 


1,82 +/- 0,30 


Activite anti-mflammatoire (%) 


34% 


57% 


80% 



Tableau 8 



L'exposition des keratinocytes au PMA se traduit par une trds importante production et 
liberation d'lL-la dans les milieux de culture des cultures temoins. En effet, le taux de base 

20 enregistr6 au niveau des cultures non stimulees est multiplie par 4 apr&s stimulation par le 
PMA. Ces r6sultats confirment que IL-la est une cytokine dont l'expression, la production et 
la liberation peuvent Stre induites par un agent inflammatoire comme le PMA. 
Les taux d'lL-la enregistres apr&s stimulation par le PMA au niveau des cultures traitees avec 
le m61ange de madecassoside et de terminoloside sont nettement inferieurs k ceux observes au 

25 niveau des cultures temoins. Cet effet inhibiteur du melange selon Finvention vis-i-vis de la 
production et de l'accumulation d'lL-la induite par le PMA est dose-d6pendant. Les 
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differences enregistrees au niveau des lots Ci, C 2 , et C 3 se sont rev61ees statistiquement 
significative (p< 0,01, test t de Student). La plus forte concentration du melange de 
madecassoside et de terminoloside testae, de 1 mg/ml, est capable de r&iuire de 80% la 
production d' EL- la induite par le PMA. 
c) Conclusion : 

L'activite anti-inflammatoire du melange de madecassoside et de terminoloside a et6 6valu6e 
sur un module in vitro par sa capacity a moduler la production de deux cytokines 
6pidermiques, PGE-2 et IL-la, qui jouent un role cie dans les etapes du processus 
inflammatoire. L'etude a 6t6 r6alis<§e sur des cultures de keratinocytes humains normaux 
stimul6s par un agent irritant, le PMA. Cet exemple montre que le PMA, k une dose non 
toxique de lOng/ml, induit, d'une part, une tres nette augmentation du taux d'EL-la 
intracellulaire et provoque, d' autre part, la production et la liberation de PGE-2 dans les 
milieux de culture. 

Le melange de madecassoside et de terminoloside est capable de reduire tr£s nettement la 
liberation du PGE-2 induite par le PMA. Le melange £ la dose de 1 mg/ml est capable 
d'irthiber totalement la liberation de PGE-2. Le melange selon Tinvention est capable de 
moduler, de maniere dose-d6pendante, la production et 1* accumulation intracellulaire d'lL-la 
induite par le PMA. 

Compte tenu du role important de ces deux cytokines dans le processus inflammatoire, la 
capacite manifestee par le melange de madecassoside et de terminoloside k moduler, de 
maniere dose-d6pendante, V expression et la liberation de PGE-2 ainsi que la production d'IL- 
la par des keratinocytes stimuies in vitro, peut §tre consideree comme une activite anti- 
inflammatoire. 

Exemple 8 : evaluation de Pactivite anti-inflammatoire du melange de ma decassoside et 
de terminoloside sur des keratinocytes humains en culture : 

Le sujet de cet exemple est d'evaluer Tactivite anti-inflammatoire du melange de 
madecassoside et de terminoloside sur la production de TNF-0£ et de IL-8 induite par 
Tinterferon 7. 

a) Etude de cytotoxicite 
Cette etude de cytotoxicite a 6t6 menee de la meme manifere que dans Texemple 4 et les 
memes resultats ont 6t6 obtenus. 
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Compte tenu de ces r6sultats, on a decide de retenir la concentration de lmg/ml, comme dose 
maximale, pour tester Tactivit6 anti-inflammatoire du melange de madecassoside et de 
terminoloside. 

b) Effet de Pinterftron-y sur la production de cytokines epidermiques 

5 L'6tude est r6alis6e sur des k6ratinocytes humains normaux. Les cellules sont d'abord trait6es 
avec 4 concentrations d'interferon-gamma (IFN-D), pendant 24 heures. 
Ensuite, on mesure les m<&diateurs de ^inflammation au niveau des cultures temoins et traitSes 
par IFN-y par un dosage d'IL-8 et de TNF-a dans les surnageants de culture et par un dosage 
des prot6ines cellulaires. La m6thode de mesure utilis<§e est le test au bleu de Coomassie, c'est 

10 une methode normalise. Les resultats sont donnes dans les tableaux 9 et 10 suivants : 



11^8 (pg/ng proteines) 


Temoin 


Interferon-7 (U/ml) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 
Ecart-type 


0,077 
0,060 


0,980 
0,119 


1,301 
0,102 


1,991 
0,113 


2,917 
0,138 


Tableau 9 


TNF-a (pg/ug proteines) 


Temoin 


Interferon-7 (U/ml) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 
Ecart-type 


3,260 
0,519 


3,198 
0,744 


8,605 
1,195 


10,773 
1,673 


14,545 
1,256 



Tableau 10 



Les r6sultats obtenus montrent que TinteriKron-y, dans la gamine des concentrations testees, 
de 100 a 2000 U/ml, induit, de maniere dose-d£pendante, une nette stimulation de la 
15 production de TNF-a et de IL-8. La lettre U est l'abrdviation d'unitS ; 1 U correspond a une 
unite d'mterferon-7. 

Dans le cas de la cytokine epidermique TNF-a, le taux de base enregistr6 au niveau des 
cultures non stimulees est multiple respectivement par 3.3 et par 4.5 aprfes stimulation par 
r interferon k 1000 et 2000 U/ml. Dans le cas de la cytokine Epidermique IL-8, le taux de base 
20 enregistre au niveau des cultures non stimulus est multipli6 respectivement par 26 et par 38 
aprfes stimulation par Interferon k 1000 et 2000 U/ml. 

Ces r6sultats confirment que 1' interferon est capable de stimuler T expression, la production et 
la liberation de ces deux cytokines Epidermique. Au vu de ces r6sultats, on a d6cid6 de 
retenir la concentration 1000 U/ml pour stimuler les k6ratinocytes. 
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c) Activite anti-inflammatoire du melange de madteassoside et de terminoloside 

L'6tude est r6alisee sur des keratinocytes humains nonnaux. Les cellules sont d'abord trait6es, 
pendant 48 h, avec le produit a l'6tude avant induction du stress irritatif. Ensuite, un stress 
ixritatif est induit par addition d'une solution d'interferon-y, IFN-y. Les cellules ainsi activ6es 

5 sont incubSes pendant 24h en presence du produit k l'6tude. Enfin, on dose les taux d'IL-8 et 
de TNF-a dans les sumageants de culture et on dose aussi les proteines cellulaires. 

c.l) Resultats sur la cytokine IL-8 : 
Les tableaux suivants regroupent les taux d'EL-8, exprim6 en pg/jxg de prot6ines, obtenus 
aprfes activation des cellules ainsi que le taux basal. L'activit6 anti-inflammatoire (AAI) a 6t6 

10 calcul6e pour chaque concentration selon la formule : 

A. A J = [(IL-8(cellules t&noins + IFN) ~ EL-8( ce llules traitdes + EFN)) I IL-8(cellutes t6moins + IFN)]xl00 



Les resultats, des echantillons de keratinocytes traites avec le melange de mad6cassoside et de 
terminoloside, sont donn6s dans le tableau 1 1 suivant : 





Control sans 
IFN 


T6moinavec 
IFN 


IFN et m61 


ange madeca 


ssoside + terminoloside 






0 mg/ml 


0,lmg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml , 


1 mg/ml 


IL-8 (pg/ng prot.) 


0,06 +/- 
0,01 


l,03+/-0,04 


0,72+/- 
0,09 


0,53+/- 
0,06 


0,39+/- 
0,03 


0,39+/- 
0,02 


Activity anti-inf 


ammatoire 




31% 


49% 


62% 


63% 



Tableau 11 



15 Les resultats obtenus montrent une tres importante production et liberation de IL-8 dans les 
milieux des cultures tfemoins apres stimulation par FInterferon 7, a une concentration de 
lOOU/ml. Le taux de base enregistre au niveau des cultures non stimulees est multiplie par 18 
apres stimulation par l'IFN-7. D'autre part, ces resultats montrent aussi une tres importante 
diminution, dose d^pendante, du taux de IL-8 au niveau des cultures trait6es stimutees par 

20 l'IFN-7. La production de IL-8 induite par Interferon est trfcs nettement inf6rieure k celle 
observ6e au niveau des cultures du lot temoin. La plus forte concentration du m61ange de 
madScassoside et de terminoloside est capable d'inhiber de 63% la liberation de IL-8 induite 
par riFN-7. Les differences enregistrees au niveau des lots CI, C2, C3 et C4 se sont rev616es 
statistiquement significatives (p<0.01, test t de Student) par rapport au lot t6moin. 



25 
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c.2^ R6sultats sur la cytokine TNF-a : 
Les tableaux suivants regroupent les taux de TNF-a (pg/mg prot6ines) obtenus apres 
activation des cellules ainsi que le taux basal L'activite anti-inflammatoire (AAT) a 6t£ 
calcul£e pour chaque concentration selon la formule : 

tiaitdes + IFN)) / TNF-G^enules IFN)]X100 

Les r6sultats, des 6chantillons de k&ratinocytes trails avec le melange de mad6cassoside et de 
terminoloside, sont donnes dans le tableau 12 suivant : 





Control sans 
IFN 


Temoin avec 
IFN 


IFN et mdlange mad6cassoside + terminoloside 






0 mg/ml 


O.lmg/ml 


0.25 mg/ml 


0.5 mg/ml 


Img/ml 


TNF-oc(pg/)ig 
prot.) 


2,39+/- 
0,16 


5,26+/- 0,31 


4,95 +/- 
0,22 


4,97 +/- 
0,24 


4,67 +/- 
0,15 


3,92 +/- 
0,10 


Activity anti-inl 


Elammatoire 




6% 


6% 


11% 


26% 



Tableau 12 

Les resultats obtenus montrent une importante production et liberation de TNF-a dans les 
10 milieux des oultures t6moins apres stimulation par Tlnterferon 7, a une concentration de 
lOOU/ml. Le taux de base enregistre au niveau des cultures non stimulees est multiplie par 2,2 
apres stimulation par l'IFN-7, a une concentration de 1000 U/ml. Les resultats obtenus 
montrent aussi une legere diminution, dose dependante, du taux de TNF-a au niveau des 
cultures traitees stimulees par l'IFN-7. La plus forte concentration du melange de 
15 mad6cassoside et de terminoloside est capable d'inhiber de 26% la liberation de TNF-a 
induite par rEFN-7. 

d) Conclusion 

L'activite anti-inflammatoire du m61ange de mad£cassoside et de terminoloside a 6te evaluee 
sur un modfele in vitro par sa capacity a moduler la production de deux cytokines 
20 6pidenniques, IL-8 et TNF-a, qui jouent un r61e cle dans les 6tapes du processus 
inflammatoire. L'6tude a ete r£alisee sur des cultures de keratinocytes humains normaux 
stimules par un agent irritant, riFN-7. 

Cet exemple montre que TIFN-7, k une dose non toxique de 1000 U/ml, induit, d'une part, 
une trfcs nette augmentation du taux d'IL-8 et provoque, d' autre part, la production et la 
25 liberation de TNF-a dans les milieux de culture. Le melange selon T invention est capable de 
moduler, de manifere dose-dependante, la production et T accumulation intracellulaire d'IL-8 
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induite par l'EFN-Y. Le melange k la dose de 1 mg/ml est capable d'inhiber de 63% la 
liberation de EL-8. 

Le m61ange de madecassoside et de terminoloside est capable de r&Iuire la lib6ration du TNF- 
a induite par riFN-7. Le melange k la dose de 1 mg/ml est capable d'inhiber de 26% la 
liberation de TNF-gl 

Si nous devions extrapoler les r6sultats obtenus en systfeme clos, c'est-a-dire les tests effectufe 
in-vitro, k des hypotheses de mecanisme d'activites cliniques effectives, in-vivo, nous 
pourrions objectiver les observations suivantes : Le TNF-a est un des activateurs de la 
production d'IL8, non seulement au niveau k&atinocytaire, mais aussi et surtout aux niveaux 
macrophagiques et lymphocytaires B. 

Le fait que le melange d'une part, ne diminue que partiellement V expression du TNF-a, est, 
au dela de la moderation de 1' expression de signaux inflammatoires, la manifestation d'un 
contrdle de Tactivite d'un syst&ne immunitaire non d6prim6 puisque TNF-a remplit un r61e 
majeur dans le controle et la surveillance cellulaires de la peau, notamment de la phase 
apoptotique. D'autre part ce melange diminue 1' expression d'IL8 avec pour consequence une 
attenuation du chimiotactisme des polynucleaires neutrophiles et basophiles et les 
consequences sur la diminution de la «pression» prot^olytique, avec pour consequence, la 
moderation de la propagation du signal inflammatoire, et en outre, la diminution de la 
permeabilite vasculaire. Une autre consequence est la moindre activation en retour des 
lymphocytes T de la peau par IL8. 

Exemple 9 : effet du mflange de madecassoside et de terminoloside v is-a-vis de la 
production de SKALP par des keratinocvtes humains ; 

Le sujet de cet exemple est d'6valuer Tactivite anti-psoriasis du melange de madecassoside et 
de terminoloside sur F expression de la cytokeratine 10, particuliferement de FElafin, ci apres 
abr<§g6es CK10 ou SKALP, par des k6ratinocytes en etat de differentiation. 

a) Etude de cytotoxicite 
Cette etude de cytotoxicite a 6te menee de la m§me maniere que dans V exemple 4 et les 
m&nes rSsultats ont 6t6 obtenus. Compte tenu de ces rSsultats, on a decid6 de retenir la 
concentration de Img/ml, comme dose maximale, pour tester Pactivit6 anti-psoriasis du 
m61ange de mad6cassoside et de terminoloside. 
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b) Expression de SKALP et differenciation des keratinocytes 

L'etude est reahsee sur des keratinocytes humains normaux. Les cellules sont mises en culture 
dans trois milieux differents : 

- Milieu de « proliferation » : milieu KGM avec gf, growth factor ou facteur de 
croissance, milieu supplement^ en facteurs de croissance 

- Milieu de « diff6renciation normale » : milieu KGM sans gf, milieu deplete en 
facteurs de croissance 

- Milieu de « differenciation type psoriasis »: milieu KGM avec SVF, milieu 
suppl6ment6 en serum de veau foetal, ci apres denomme SVF (5%). 

Ensuite, on mesure le taux de SKALP dans les milieux d'incubation des cellules cultivees 
pendant 72h dans ces differents milieux. Le test de mesure est le test ELISA d6crit dans Skin 
pharmacollogy and applied skin physiology, 2002 ;15 : 152-261. 
Les resultats sont les suivants : 

1. Milieu KGM avec gf SKALP = 1.17 +/- 0.18 ng/ug proteines 100 

2. Milieu KGM sans gf SKALP = 1 .34 +/- 0.20 ng/ug proteines 1 1 5 

3. Miheu KGM avec FCS SKALP = 2.76 +/- 0.08 ng/ug proteines 236 

Les resultats obtenus montrent que 1'expression de SKALP varie en fonction de l'6tat de 
differenciation des cellules. La production de SKALP est tres nettement augmentee lorsque 
les cellules sont cultivees en miheu contenant du SVF. Le taux de SKALP en miheu de 
differenciation «type psoriasis » est multiph6 par 2,4 par rapport au taux de SKALP 
enregistr6 en miheu de proliferation. 

c) Effet « anti-psoriasis » des produits Studies 
Les conditions d'essai sont les suivantes: on met en culture des cellules en miheu 
de differenciation « normale », c'est-a-dire en milieu KGM sans gf, et en miheu de 
(hfferenciation «type psoriasis », c'est-a-dire en milieu KGM avec SVF, en absence, ce qui 
correspond au lot Temoin, et en presence du melange selon l'invention, pendant 72h. On dose 
ensuite le taux de SKALP dans les surnageants de culture. On dose aussi les proteines 
cellulaires. Les tableaux 13 et 14 suivants regroupent les taux de SKALP, exprimes en ng/ug 
prot&nes, obtenus apres culture des cellules en miheu KGM sans gf et en miheu KGM avec 
FCS. 

a) Culture en milieu de Differenciation « normale » : Milieu KGM sans gf 
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KGM avec 
gf 


KGM sans 
gf 


KGM sans gf + melange selon l'invention 






0 mg/ml 


0, lmg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


lmg/ml 


SKALP 
t>rot.) 


1,17 +/- 
0,18 


1,34+/- 
0,20 


1,01 +/- 
0,24 


1,15+/- 
0,16 


1,05 +/- 
0,18 


0,53 +/- 
0,14 


SKALP PRODUCTION 


100% 


75% 


86% 


78% 


40% 



Tableau 13 



Les resultats obtenus montrent une diminution du taux de SKALP au niveau des cultures 
traitees avec le melange selon l'invention. Seule la difference enregjstree au niveau du lot C4 
s'est r6velee statistiquement significative (p<0.01, test t de Student) par rapport au Temoin 
5 «KGM sans gf». La plus forte concentration du melange de madecassoside et de 
terminoloside est capable d'inhiber de 60% la secretion de SKALP en milieu de 



differenciation « nonnale ». 

ft) Culture en milieu de Differenciation « type Psoriasis » : Milieu KGM avec PCS 





KGM avec 
gf 


KGM avec 
FCS 


KGM avec FCS + melange selon l'invention 






0 mg/ml 


0. lmg/ml 


0.25 mg/ml 


0.5 mg/ml 


lmg/ml 


SKALP 
(ng/ug 
orot.) 


1,13+/- 
0,19 


2,76 +/- 
0,08 


2,22 +/- 
0,24 


2,34+/- 
0,12 


2,06 +/- 1 
0,15 


1,64 +/- 
0,10 


SKALP PRODUCTION 


100% 


80% 


85% 


75% 


60% 


Tableau ] 


14 



10 Les r6sultats obtenus montrent une diminution dose-dependante du taux de SKALP au niveau 
des cultures traitees avec le m61ange selon rinvention. Les differences enregistr6es au niveau 
des lots CI, C2, C3 et C4 se sont r6v616es statistiquement significatives (p<0.01, test t de 
Student) par rapport au T6moin « KGM avec FCS ». La plus forte concentration du m61ange 
de madecassoside et de terminoloside est capable d'inhiber de 40% la secretion de SKALP en 

1 5 milieu de differenciation « type psoriasis ». 
d) Conclusion 

L' activity anti-psoriasis du melange de madecassoside et de terminoloside a 6te evalu6e sur un 
module in vitro par sa capacite k moduler la secretion de SKALP, qui jouerait un role cle dans 
les maladies du type psoriasis. L' etude a et6 r6aUs6e sur des cultures de k6ratinocytes humains 
20 normaux dans diff6rents milieux. 
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Cet exemple montre que P expression de SKALP varie en fonction de l'etat de differenciation 
des cellules et augmente trfes nettement dans un milieu «type psoriasis », c'est k dire 
contenant du FCS. 

Le m61ange selon Pinvention est capable d'inhiber, de manifcre dose-d6pendante, la s6cr6tion 
de SKALP en milieu de differentiation «normale» et en milieu de differentiation «type 
psoriasis ». Le melange k la dose de 1 mg/ml est capable d'inhiber de 60% la secretion de 
SKALP en milieu de differenciation « normale » et de 40% la secr6tion de SKALP en milieu 
de differentiation type psoriasis ». Compte tenu du r61e important de la secretion de SKALP 
dans le psoriasis, la capacit6 manifestde par le melange de madScassoside et de terminoloside 
k moduler, de maniere dose-dependante, la secretion de SKALP par des keratinocytes dans 
dififerents milieux de differenciation in vitro, peut §tre consideree comme une activity anti- 
psoriasis. Ce resultat demontre Peffet protecteur du melange selon Pinvention vis a vis des 
cellules Spidermiques dans le contexte prot6olitique caract&isant un module de type psoriasis, 
selon un mode de dSsensibilisation cellulaire dans le contexte de la reaction hyperplasique 
inflammatoire. 

Exemple 10 : effets du melange de madecassoside et de terminoloside sur P activation de 
NFkB dans des cultures de fibroblastes : 

Le « Nuclear factor-fcB » est un facteur de transcription qui gouveme P expression des gfenes 
codants les cytokines, les chimiokines, les facteurs de croissance, les molecules d 9 adhesion 
cellulaire et certaines prot6ines a phase breve. NFkB est active par plusieurs agents, incluant 
les cytokines, les radicaux libres, les particules inhatees, Pirradiation ultraviolet, et des 
bacteries ou des virus. 

Les agents inflammatoires tels que le TNF-a induisent la transcription de gfenes pro- 
inflammatoires-cibles via Pactivation, entre autres, du facteur de transcription NFkB. En 
conditions non stimulus, le facteur de transcription NFkB est li6 dans le cytoplasme k une 
prottine inhibitrice IkB. La liaison de TNF-cc k son r6cepteur conduit k la phosphorylation de 
ce complexe et a la dissociation de NFkB de Pinhibiteur. NFkB activ6 migre alors dans le 
noyau et se fixe sur vine sequence promotrice, appelee s6quence consensus NFkB, sp6cifique 
des gfcnes trans-activ6s par NFkB. Cette sequence conduit k la transcription des genes-cibles. 
L' activation de NFkB peut done se mesurer en mettant en contact des extraits nucl6aires 
stimul6s ou non avec des sequences oligonuclSotidiques consensus NFkB immobilis6es sur 
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des supports et en quantifiant NFkB li6 k l'aide d'une m6thode immuno-enzymatique, telle 
que ELISA avec anticorps anti- NFkB. 

Cette etude permet d'Svaluer les effets du m61ange selon rinvention sur 1* activation de NFkB 
en utilisant une m6thode sp6cifique trbs sensible basee sur la mesure de la liaison du facteur 
de transcription NFkB a la sequence oligonucl6otidique consensus immobilis6e sur support 
plastique. NFkB li6 est secondairement reconnu par un anticorps sp6cifique anti-NFKB. 
Cet essai a ete realise sur des noyaux isotes de fibroblastes humains noimaux. 
Le milieu de culture est le DMEM qui coraprend : 
* L-glutamine 2mM 

■ penicilline 50 Ul/ml streptomycine 50 ng/ml 

■ serum de veau foetal 10 % (v/v) pour la pre-culture puis passage en 
milieu sans serum 



Produits k V essai 


Solution-stock 


Dilution 


Concentration finale testae 


Melange selon Finvention 


10 % dans milieu 
de culture 


Milieu de culture 


0.01% 


Tableau 15 


References 


Solution-stock 


Dilution 


Concentration finale testae 


Dexamethasone 

(Sigma D1756) 


10" 2 MenDMSO 


Milieu de culture 


0.1 nM 


Sulfasalazine 

(Sigma S0883,PM 398.4) 


lMenDMSO 


Milieu de culture 


5mM 



Tableau 16 



a) Etude de la cytotoxicity du melange de mad£cassoside et de terminoloside 

Cette 6tude de cytotoxicity a 6t6 men6e de la meme manure que dans l'exemple 4 et les 
mdmes resultats ont et6 obtenus. Compte tenu de ces r6sultats, on a decide de retenir la 
concentration de 0,01%, comme dose maximale, pour tester l'activit6 anti-psoriasis du 
melange de madecassoside et de terminoloside. 

b) Traitements, extractions et dosages 

Les fibroblastes ont et6 pre-cultives en flacons de 175 cm 2 en milieu DMEM k 10 % en 
volume de SVF jusqu'i confluence, puis le milieu de culture a 6t6 remplace par du milieu 
DMEM sans s6rum. Les cellules ont ensuite 6t6 cultiv6es en presence des produits k l'essai ou 
des references pendant 1 heure. L' agent pro-inflammatoire « transforming growth factor 



WO 2004/062678 



32 



PCT/FR2003/003651 



alpha » (TNF-o; a 25 ng/ml final; Sigma T0157) a ensuite 6t6 ajoute au milieu de culture et 
les cellules ont ete a nouveau incubees pendant 1 heure a 37°C et 5 % de CO2. Apr6s 
incubation, les cellules ont ete recoltees sur glace et les noyaux cellulaires des differents 
echantillons ont ete isoles a l'aide du kit Sigma NUC-101 suivant le protocole preconise par 
le fournisseur. La quantity de proteines de chaque extrait de noyaux a 6t6 d&erminee a l'aide 
du kit de dosage Biorad 500-0116. La quantite de NF/cB activ6, lie a ^oligonucleotide 
specifique, a et6 mesur6e sur une meme quantity d'extrait nucteaire de chaque Schantillon, 
soit 50 pi, dilue a moiti6, apres r6v61ation a l'aide d'un anticorps sp6cifique anti-NFfcB. Ce 
dosage a 6t6 r6alise a l'aide du kit de dosage Mercury transfactor NFkB, BD Biosciences 
K2058-1 , selon le protocole preconise par le fournisseur. 
c) Dosage de NFkB 



Les resultats sont donnes dans le tableau 17 suivant : 



Traitement 


NFkB (UA) 


moyenne 


% temoin 


P 




10,71 








Temoin non trait6 


8,39 
8,90 
10,19 


9,55 


100 






0,00 








ContrSle sans TNF-a 


0,62 
0,62 
-0,21 


0,26 


3 


p<0 01 




4,93 








Sulfasalazine 5mM 


4,01 
2,88 
4,93 


4,19 


44 


p<0 01 




10,94 








Dexam6thasone 0,1 pM 


7,3 
9,90 
9,67 


9,46 


99 


p>0,05 




10,16 








Melange selon 
l'invention 0,01% 


6,79 
9,63 
9,63 


9,05 


95 


p>0,05 



Tableau 17 
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UA reprSsente les unites arbitraires de NFkB dans r extrait, c'est la difference entre la valeur 
mesuree et le bruit de fond. 

Le taux basal de NFkB dans les noyaux de fibroblastes est tres faible. Le traitement par le 
TNF-a k 25ng/ml a fortement activ6 le facteur de transcription NFkB, d'un facteur 
5 37 environ par rapport au contrSle sans TNF-a. Des contrdles utilisant un exces 
d'oligonucleotide ont permis de montrer que la quasi-totalit6 de la r6ponse observee 6tait 
specifique de la liaison de NFkB. La sulfasalazine a 5 mM, inhibiteur de reference de la 
translocation de NFkB, a nettement reduit Factivation du facteur de transcription NFkB 
induite par le TNF-a, 44 % du temoin avecTNF-a, p<0,01. 

10 La dexamethasone a 0.1 |xM, n'a pas inhibe la translocation nuclSaire de NFkB induite par le 
TNF-a. En faits, la dexamethazone reprime la trans-activation des genes induite par NFkB, 
mais n'inhibe pas Factivation de NFkB et sa translocation vers le noyau. II y a ainsi un effet 
inhibiteur de la transcription mais pas d'effet sur la translocation de NFkB ; Taction de la 
dexamethazone a lieu au niveau nucleaire, via le rScepteur aux glucocorticoides, elle est done 

1 5 posterieure a faction de la sulfasalazine. 

Le produit selon l'invention teste a 0.01 % n'a pas modifie de fagon significative Factivation 
de NFkB induite par TNF-a , 95 % du temoin. Ce resultat n'exclut pas une activite anti- 
inflammatoire via un autre mecanisme 
d) Conclusion 

20 La non ing6rence du mad6cassoside et de son isom&re dans Factivation du NFkB a pour 
consequence la transcription autoris6e des ligands, tels que les cytokines et les chimiokines, 
inflammatoires qui rendent la cellule operationnelle dans un cas d' agression antigenique 
pathog^ne. 

Le madecassoside et son isom&re n'ont aucune interaction avec ou contre Factivation du 
25 NFkB produit par les fibroblastes. La moderation des ligands inflammatoires dans les 
dSreglements auto-immuns, IL1, IL8, TNF-a, PGE2 au niveau membranaire, indique que le 
madecassoside et son isomfcre agirait plus au niveau transductionnel (meilleure tolerance en 
cas de d6rive inflammatoire), et au niveau des systemes d' expression et/ou de synthese des 
prolines, peptides, ou autres ligands (moindre expression intra-cellulaire des IL). 
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Exemple 11 : evaluation in vitro des effets modulateurs de Fasiaticoside et d 'un melange 
de madecassoside et de terminoloside (50/50 pArt snr le production de metalloproteinases 
de la matrice extracellulaire par des fibroblastes humains cultives dans up modele de 
dermite equivalent : 

L'objet de cet exemple est d'evaluer les effets modulateurs de l'asiaticoside et d'un melange 
de madecassoside et de terminoloside (50/50 p/p) sur la protection des metalloprotdines 
(MMPs) et de leurs inhibiteurs specifiques (TIMPs) par des fibroblastes de peau humaine 
cultives dans un derme Equivalent (lattis de collagene). Une approche experimentale in vitro, 
basee sur la mesure des taux de MMP-1 et de TMP-1 liberes dans les milieux de culture par 
des fibroblastes humains cultives en absence et en presence des produits, et stimules par le 
TNF-a, est propos6e. L'6tude a 6te r£alisee sur des cultures de fibroblastes humains etablies a 
partir de biopsies cutan6es selon la methode des explants. Les fibroblastes sont cultives, selon 
les techniques en usage au laboratoire, en milieu DMEM (commercialism sous la 
denomination 1NVITROGEN™ par la societ6 Life Technologies) supplement en serum de 
veau foetal (SVF 10%) et en anubiotiques, a 37% en atmosphere humide air C02 (95%-5%). 
at cytotoxicity 

Cette etude de cytotoxicit6 a 6te menee de la meme maniere que dans l'exemple 6. 
• Asiaticoside : 

Une solution-mere du produit a et6 preparee pr6alablement dans du DMSO puis dilu6e dans 
du milieu de culture afin d'obtenir les difKrentes solutions-tests (concentration finale de 
DMSO: 1%). Une gamme large de 8 concentrations [de 5 a lOOOug/ml] a ete 6tudiee dans un 
premier temps afin d'encadrer la Dose maximale Non Cytotoxique (D.N.C). Apres 24h de 
contact, aucun effet cytotoxique significatif est enregistr6 dans la gamme des concentrations 
testees. A partir de ces resultats, une gamme restreinte comprise entre 10 et 1000p.g/ ml a ete 
etablie afin de preciser la Dose maximale Non Cytotoxique (DNC) apres 48h de contact. Les 
resultats (tableau 18) confirment la non toxicity des concentrations inferieures a 1 mg/ml 
apres 48h d'incubation. La viability cellulaire est r6duite seulement de 12% lorsque les 
cellules sont incubees en presence de l'actif a lmg/ml. 



ASIATICOSIDE (pg/ml) 


10 


25 


50 


75 


100 


250 


500 


750 


1000 


ViabiUt6 (24h) 


98% 


101% 


101% 


n.t. 


101% 


101% 


97% 


n.t 


93% 


Viability (48h) 


108% 


107% 


106% 


104% 


102% 


99% 


93% 


90% 


88% 



Tableau 18 
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• Melange mad6cassoside-terminoloside : 
Une solution-mere du produit a 6te prepare prealablement dans du DMSO puis dilute dans 
du milieu de culture afin d'obtenir les differentes solutions-tests (concentration finale de 
DMSO : 1%). Une gamme large de 8 concentrations (entre 0,005 et lOOmg/ ml) a ete etudiee 

5 sur fibroblastes humains afin d'encadrer la Dose maximale Non Cytotoxique (D.N.C). Apres 
24h de contact, les concentrations egales a lmg/ml n'induisent aucune modification 
significative de la capture du Rouge Neutre. Au-dela, un effet cytotoxique dose- dependant est 
enregistre. A partir de ces r6sultats, une gamme restreinte comprise entre 0.1 et lOmg/ ml a 
ete etablie afin de pr6ciser la Dose maximale Non Cytotoxique (DNC). 

10 Les resultats (tableau 19) confirment la non toxicite des concentrations 6gales a lmg/ml, apres 
48h d'incubation. 



M61ange 
mad6cassoside et 
terminoloside (mg/ml) 


0^05 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


7,5 


10 


Viabffit6 (24h) 


98% 


98% 


n.t 


96% 


n.t. 


94% 


n.t. 


68% 


n.t. 


60% 


Viabilit6 (48h) 


a.t. 


101% 


96% 


97% 


99% 


99% 


99% 


86% 


71% 


47% ! 



Tableau 19 



A partir des resultats de cytotoxicite, la concentration «lmg/ml» a ete retenue comme Dose 
Maximale Non Cytotoxique (DNC), pour tester les actifs asiaticoside et mSlange 
1 5 madecassoside-terminoloside vis-a-vis de la production des MMPs. 

h) production de metalloproteinsases 
Des fibroblastes de derme humain cultives en monocouche sont d6taches de leur support par 
trypsinisation et mis en suspension dans du milieu complet. Apres numerisation, la suspension 
cellulaire est dilute dans du milieu de culture et ajoutee, dans des proportions ddfinies, a un 

20 melange de milieu de culture concentre (l,76x DMEM), de s6rum de veau &etal (SVF) et de 
collagene type I (extrait de l'acide ac6tique a partir de tendons de queues de rat). Le melange 
est ensuite coule, a fioid, dans des plaques 24 puits a raison de lml/puits. Les dermes 
6quivalents sont ensuite places a 37°C et incubes pendant 72h, en atmosphere air-COz 
(95%/5%). Les gels se contractent progressivement sous Taction des fibroblastes. 

25 72 heures apres ensemencement, le milieu de culture est elimin6 et remplace par du milieu 
neuf contenant les differents produits a l'etude (traitement «Pr6ventif »). Les gels sont 
replac6s a l'etuve a 37°C et incubes, pendant 24 heures, en atmosphere air-C0 2 (95%/5%). 
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Aprfcs incubation, les plaques sont vid6es. Les cultures sont rinc6es puis expos6es k une 
solution de TNF-a (lOng/ml) en absence (cultures temoins) ou en pr&ence (culture trait6es) 
des differentes concentrations de chaque produit a l'etude. Apres addition de TNF-a, les 
cultures sont replaces k l'&uve k 37°C pendant 24h. A la fin de 1'incubation, les milieux sont 
pr&eves, centrifuges et aliquot6s pour le dosage de MMP-1 et de TIMP-1 . 
L'6tude a et6 realis6e sur des fibroblastes humains cultiv6s dans un gel tridimensionnel de 
collag&ie (derme equivalent). 

> Conditions op6ratoires : 

1. Traitement des cellules pendant 24h, avant induction de MMP-1 parle TNF-a. 

2. Induction de MMP-1 par addition de TNF-a (lOng/ml). Incubation 24h. 

3. Mesure de la viabilite cellulaire et des taux de MMP-1 dans les surnageants des cultures 
temoins et traitees. 

• Asiaticoside : 
L'asiaticqside a ete test6 a 3 concentrations: 

Ci = 0,2 mg/ml C 2 = 0,5 mg/ml C 3 = 1 ,0 mg/ml 

> Viabilite des cellules (test Rouge Neutre) 

Le traitement des cellules par le TNF-a a lOng/ml n'entraine aucune modification de la 
viabilite cellulaire. Aucune diminution de la capture du Rouge Neutre n'est observee apres 
exposition au TNF-a De meme, la viabilite des cultures traitees avec 1' asiaticoside n'est pas 
modifi6e apres traitement par le TNF-a 



> Production de MMP-1 
Le tableau 20 suivant regroupe les taux de MMP-1 (ng/ml) obtenus dans les surnageants de 
culture apr£s activation des cellules (+TNF) ainsi que les taux basaux (-TNF). 





Production de M1V 


□P-l (ngMMP-l/ml) 




(-) TNF-a 


(+)T 


NF-a 


Gels de collagene trait6s avec 


Moyenne 


Ecart-type 


Moyenne 


Ecart-type 


T6rnoin 


2,24 


0,54 


12,11 


1,03 


Asiaticoside (0,2mg/ml) 


Non mesure 


9,96 


0,47 


Asiaticoside (0,5mg/ml) 


non mesure 


6,18 


0,15 


Asiaticoside (l,0mg/ml) 


Non mesure 


3,40 


0,21 



Tableau 20 

Au niveau des cellules temoins, les rSsultats obtenus montrent que le TNF-a induit une nette 
stimulation de la production de MMP-1. Le taux basal enregistr6 au niveau des cellules non 
stimutees est multiple par 503 aprfcs stimulation par le TNF-a 
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Au niveau des cellules traitees, les taux de MMP-1 enregistrSs apres stimulation par le TNF-a 
au niveau des cultures traitees avec l'asiaticoside sont inferieurs a celui observ6 au niveau du 
contr61e (+)TNF-a 

L'effet de l'asiaticoside vis-a-vis de la production de MMP-1 induite par TNF-a est dose- 
dependant. Les differences enregistrees au niveau des lots Ci (p ^0,05), C 2 (p ^0,01) et C 3 
(p <0,01) se sont revelees statistiquement significatives (test t de Student) par rapport au 
controle (+)TNF-a : 

■ Ci : 1 8% de diminution du taux de MMP-1 

■ C 2 : 49% de diminution du taux de MMP-1 

■ C3 : 72% de diminution du taux de MMP-1 

• Melange madecassoside-terminoloside 

Le melange madecassoside-terminoloside a ete teste a 3 concentrations: 

Ci = 0,2 mg/ml C 2 = 0,5 mg/ml C 3 = 1,0 mg/ml 

> Viabilit6 des cellules (test Rouge Neutre) 

La viabilite des cultures traitees avec le melange madecassoside-terminoloside n'est pas 
modifiee apres traitement par le TNF-ct 

> Production de MMP-1 

Les resultats montrent une diminution dose-d6pendante des taux de MMP-1 dans les 
surnageants des cultures traitees avec melange madecassoside-terminoloside et stimulees par 
TNF-a. Seules les differences enregistrees au niveau des lots traites C 2 et C 3 sont 
statistiquement significatives (p <0.01, test t de Student) : 

■ Ci : 3% de diminution du taux de MMP-1 

* C 2 : 39% de diminution du taux de MMP-1 

■ C 3 : € 1 % de diminution du taux de MMP-1 

Le tableau 21 suivant regroupe les taux de MMP-1 (ng/ml) obtenus dans les surnageants de 
culture apres activation des cellules (+ TNF) ainsi que les taux basaux (- TNF). 
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Production de MMP-1 (ng MMP-l/ml) 






TNF-or 


(+) TNF-a 


Gels de collagene trait6s avec 


Moyenne 


Ecart-type 


Moyenne 


Ecart-type 


T6moin 


2,24 


0,54 


12,11 


1,03 


M61ange mad6cassoside- 
terminoloside (0,2 mg/ml) 


Non mesur6 


11,78 


0,83 


Melange madecassoside- 
terminoloside (0,5mg/ml) 


Non mesurd 


7,37 


0,76 


Melange madecassoside- 
terminoloside (l,0mg/ml) 


Non mesure 


4,76 


0,52 



Tableau 21 



c) production de TIMP-1 
Le taux de TIMP-1, inhibiteur specifique de MMP-1 a ete egalement mesure dans les 
surnageants des cultures traitees avec Tasiaticoside ou avec le melange madecassoside- 
5 terminoloside. Chaque actif a ete teste a 3 concentrations: 

CI = 0,2 mg/ml C2 = 0,5 mg/ml et C3 = 1,0 mg/ml 



Le tableau 22 suivant regroupe les taux de TIMP-1 (ng/ml) obtenus dans les surnageants de 
culture apr&s activation des cellules (+ TNF) ainsi que les taux basaux (- TNF). 





Production de TIMP-1 (ng YIMP-l/ml) 




(-)! 


:NF-a 


(+) TNF-a 


Gels de collagene traites avec 


Moyenne 


Ecart-type 


Moyenne 


Ecart-type 


Temoin 


51,20 


1,22 


48,90 


2,16 


Asiaticoside (0,2mg/ml) 


Non mesur6 


51,01 


1,51 


Asiaticoside (0,5mg/ml) 


Non mesur6 


50,36 


1,67 


Asiaticoside (l,0mg/ml) 


Non mesure 


48,82 


2,22 


Melange mad6cassoside- 
terminoloside (0,2mg/ml) 


Non mesur£ 


48,63 


1,18 


Melange mad6cassoside- 
terminoloside (0,5mg/rnl) 


Non mesur6 


46,98 


2,02 


Melange madecassoside- 
terminoloside (l,0mg/ml) 


Non mesur6 


48,76 


0,92 



Tableau 22 

10 Les resultats obtenus montrent que: f 

■ la production de TIMP-1 par des fibroblastes cultives dans un gel de collagene n f est 
pas modifi6e par le TNF-a. 
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■ les actifs constitu6s de Fasiaticoside et du melange madecassoside-tenninoloside 
riexercent, dans la gamme des concentrations testees, aucun effet vis-a-vis de la 
production de TIMP-L 

d) conclusion : 

Les effets modulateurs des actifs constitu6s de Fasiaticoside et du m61ange mad6cassoside- 
terminoloside vis-a-vis de la production de m6talloprot6inases (MMPs) et de leurs inhibiteurs 
specifiques (TIMPs) ont et6 appr6ci6s, in vitro, sur un modele de derme humain. L'etude a 6t6 
r6alis£e sur des fibroblastes humains normaux cultives dans une matrice tri- dimensionnelle 
de collagene. Les effets des actifs ont ete 6valu6s par la mesure des taux de MMP-1 et de 
T1MP-1 dans les surnageants de culture apres activation des cellules par le TNF-a 
Dans les conditions experimentales retenues, les r6sultats de cette etude ont montre que: 

■ le TNF-a, a dose non cytotoxique (10 ng/ml) induit une importante augmentation de la 
production de MMP-1. Par contre, la production de TIMP-1 n'est pas modiftee apres 
traitement des cellules par le TNF-a 

■ les actifs constitues de Fasiaticoside et du melange madecassoside-tenninoloside sont 
capables de reduire, de maniere dose-dependante, la production de MMP-1 induite par 
le TNF-a A la plus forte concentration testee (Img/ml), ces deux actifs sont capables 
de reduire respectivement de 726/0 et 61% le taux de MMP-1 induit par les TNF-a 

■ 1'asiaticoside et le melange madecassoside-terminolbside sont, dans la gamme des 
concentrations test6es, sans effet vis-a-vis de la production de TIMP-1. 

L'etude, r6alis6e sur des fibroblastes humains, permet d'observer sous le stimuli 
inflammatoire du TNF-a, un accroissement important (530%) de liberation de MMP1 
(collag&iase) dans le milieu de culture. Lp melange madecassoside-tenninoloside, comme 
l'asiaticoside diminuent significativement, de fagjon dose- dependante la concentration de 
MMP1 (M61ange mad6cassoside-terminoloside = -39% k 500 micro- grammes / kg et 
asiaticoside = -49%). la liberation des inhibiteurs de MMP1, les TIMP et en particulier 
T1MP1, est non modifi6e. Ce resultat est k rapprocher des etudes effectu6es sur les SKALP 
(exemple 9), puisque en presence du melange madecassoside-tenninoloside, une haute 
concentration de leuco-proteases n'accrolt pas la secretion des inhibiteurs, mais diminue 
fortement celle des ligands pro-inflammatoires par les keratinocytes. 

Cela imphque 6galement, que le melange madecassoside-tenninoloside et 1'asiaticoside sont 
actifs sur les deux compartments dermiques que sont F6piderme et le derme. 
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Exemple 12 : activity anti-inflammatoire du terminoloside, du m^ cassnside et du 
melange d'hfoerosides (madScassoside, terminoloside et asiaticoside): 
Dans cet exemple, le m61ange d'h&6rosides est constitue en poids, par rapport au poids total 
du melange, de 40% de terminoloside, 40% de mad&assoside et de 20% d' asiaticoside. 
Afin d'Svaluer FactivitS anti-inflammatoire du terminoloside, du mad6cassoside et du melange 
d'h&erosides, nous avons etudie les effets modulateurs de ces trois actifs vis-£-vis de la 
production et liberation de cytokines 6pidermiques pro- inflammatoires (TL-lo; IL-8, PGE-2) 
par des keratinocytes humains en culture, sounds k un stress irritatif induit soit par 
I'interfSron-gamma (IFTSPy) soit par le PMA. Des keratinocytes humains ont 6t6 isoles k partir 
de peau humaine. Les cellules sont cultivees en milieu KGM « serum free » (Keratinocyte 
Growth Medium, commercialise par la societe Clonetics®), selon les techniques habituelles 
raises en place au laboratoire, a 37°C en atmosphere humide air-C0 2 (95%-5%). Les cellules 
sont ensemencees dans des flacons de 25 cm 2 et sont pass6es regulifcrement avant d'atteindre 
la confluence. Le principe du test repose sur revaluation de la production de cytokines pro- 
inflammatoires par des keratinocytes humains, en r6ponse a un stress irritatif. La methode est 
basee sur la mesure du taux intracellulaire d'IL-1-a et des taux de IL-8 et de PGE-2 liberees 
dans le milieu extracellulaire par des keratinocytes cultives en absence et en presence des 
produits a l'etude, et stimules soit par rinterferon-gamma (BFN-7) soit par le PMA (phorbol- 
12- myristate 13-acetate). 
a) cytotoxicity 

Cette 6tude de cytotoxicite a et6 men6e de la meme maniere que dans 1* exemple 6 sur des 
k6ratinocytes humains HaCaT et sur des keratinocytes humains normaux. 
• Terminoloside : 

o Cytotoxicity sur k6ratinocytes humains HaCaT 



Le tableau 23 ci-dessous regroupe Tensemble des r6sultats (viability cellulaire en % du 
controle). 



Concentration (mg/ml) 


0,05 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


7,5 


10 


Viability (24h) 


105% 


104% 


105% 


105% 


n.t 


104% 


100% 


81% 


n.t. 


73% 


Viabilit6 (72h) 


n.t 


100% 


101% 


101% 


103% 


102% 


103% 


93% 


86% 


69% 



n.t : non teste 

Tableau 23 
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Apres 24h de contact, les concentrations <S 2,5mg/ml n'induisent aucune modification 
significative de la reponse cellulaire vis-a-vis du RN. Au-dela de 2,5mg/ml, un 16ger effet 
cytotoxique dose-dependant est enregistre. 

o Cytotoxicit6 sur keratinocytes humains 
5 L'etude de cytotoxicite a ete complet6e par un essai sur keratinocytes humains (souche 
K02-1H4) afin de confirmer la non toxicit6 des concentrations sur les cellules « cibles ». Le 



tableau 24 ci-dessous regroupe l'ensemble des resultats (viabilite cellulaire en % du contrdle). 



Concentration (mg/ml) 


0,25 


0,5 


0,75 


1,0 


2,5 


5 


10 


Viabilit6 (72h) 


101% 


103% 


103% 


102% 


99% 


96% 


69% 



tableau 24 



Les resultats confiiment la non toxicite des concentrations inferieures ou egales a 2.5mg/ml 
10 apres 72h d'incubation. 

■ madecassoside : 

o Cytotoxicite sur keratinocytes humains HaCaT 
Le tableau 25 ci-dessous regroupe l'ensemble des resultats : 



Concentration 
(mg/ml) 


0,05 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2.5 


5 


7.5 


10 


Viability (24h) 


105% 


102% 


103% 


99% 


BLt 


100% 


85% 


75% 


n.t. 


63% 


Viability (72h) 


n.t 


101% 


102% 


102% 


101% 


101% 


92% 


76% 


71% 


56% 



Tableau 25 



15 Apres 24h de contact, les concentrations inferieures a l,0mg/ml n'induisent aucune 

modification significative de la reponse cellulaire vis-a-vis du RN. Au-dela de 1,0 mg/ml, un 

16ger effet cytotoxique dose-dependant est enregistr6. 

o Cytotoxicit6 sur keratinocytes humains 

L'6tude de cytotoxicite a ete compl6tee par un essai sur keratinocytes humains (souche K02- 
20 1H4) afin de confirmer la non toxicite des concentrations sur les cellules « cibles ». 

Le tableau 26 ci-dessous regroupe l'ensemble des resultats (viabilite cellulaire en % du 

controle). 
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Concentration (mg/ml) 


0,25 


0,5 


0,75 


1,0 


2,5 


5 


10 


Viabilit6 (72h) 


102% 


101% 


102% 


101% 


97% 


88% 


72% 



Tableau 26 



Les r6sultats confirment la non toxicity des concentrations infi&rieures k 2,5 mg/ml. Au-deli, 
un leger effet cytotoxique dose-dependant est enregistrS. 
• heterosides : 

5 o Cytotoxicit6 sur keratinocytes humains HaCaT 

Le tableau 27 regroupe l'ensemble des resultats (viabilit6 cellulaire en % du controle). 



Concentration (mg/ml) 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


7,5 : 


10 


Viabilite (24h) 


102% 


103% 


99% 


100% 


85% 


85% 


75% 


n.t 


63% 


Viabilite (72h) 


100% 


101% 


97% 


95% 


97% 


90% 


80% 


74% 


38% : 



Tableau 27 



Apres 24h de contact, les concentrations inferieures a 1,0 mg/ml n'induisent aucune 
modification significative de la reponse cellulaire vis-a-vis du RN. Au-dda de 1,0 mg/ml, un 
10 leger effet cytotoxique dose-dependant est enregistre. 

o Cytotoxicity sur keratinocytes humains 



L'etude de cytotoxicite a ete completee par un eissai sur keratinocytes humains (souche 
K02-1H4) afin de confirmer la non toxicite des concentrations sur les cellules « cibles ». Le 
tableau 28 regroupe l'ensemble des resultats (viabilite cellulaire en % du controle). 



Concentration (mg/ml) 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1,0 


2,5 


5 


10 


Viabilite (72h) 


97% 


97% 


99% 


93% 


88% 


64% 


34% ; 


12% 



15 - Tableau 28 

Les resultats confirment la non toxicity des concentrations inferieures a 0,75 mg/ml. Au-del&, 
un 16ger effet cytotoxique dose-dependant est enregistrS. A partir de ces resultats, la 
concentration 6gale k 1 mg/ml a 6t6 retenue comme Dose Maximale pour tester Tactivite anti- 
inflammatoire des trois actifs. 

20 b) efifet de l'interfSron-'Y 



WO 2004/062678 



43 



PCT/FR2003/003651 



Les effets de Tinterferon-ganima (IFN-7) sur la production et liberation de cytokines 
6pideimiques ont ete etudies sur des k&ratinocytes humains normanx (souche K02-1H4). 4 
concentrations de IFN-g ont 6te test6es: 

d = 100U/ml C 2 =500U/ml C 3 =1000U/ml C 4 =2000U/ml 

5 > Production dlL-1 a intracellulaire 



Les r6sultats sont donn6s dans le tableau 29 suivant : 



IL-la (pg/ug prolines) 


T6moin 


Laterferon-y (U/mL) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 


3,25 


6,80 


8,29 


11,21 


12,48 


Ecart-type 


0,05 


0,12 


0,12 


0,73 


0,80 



Tableau 29 



Les r6sultats obtenus montrent que rinterferon-7, dans la ganune des concentrations testees, 
induit, de mani&re dose dependante, une nette stimulation de la production d f IL-la 
10 intracellulaire. Le taux basal enregistre au niveau des cellules non stimulees (3,25 +/- 0,05 
pg/p-g prot,) est multiplie respectivement par 2,6 et 3,8 apres stimulation par JFN-7 a 1000 et 
2000 pg/ml. 

> Liberation de IL-8 

Les effets de riFN-7 sur la production et liberation de IL-8 ont ete etudies dans les memes 
15 conditions experimentales. Les rSsultats sont donnes dans le tableau 30 suivant : 



IL-8 (pg/ug prot6ines) 


T6moin 


mterferon-y (U/mL) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 


0,093 


0,252 


0,350 


0,516 


0,671 


Ecart-type 


0,013 


0,042 


0,009 


0,004 


0,048 



Tableau 30 



Les resultats obtenus au niveau des cultures non stimulees par l'IFN-7 (-IFN7) confirment 
Tabsence ou la pr6sence de tres faible taux dTL-8 dans les milieux d'incubation des 
k6ratinocytes a I'etat basal. Par contre, une nette stimulation de la production et liberation 
20 d'DL-8 est enregistr6e apres stimulation par riFN-7. Cette augmentation dose-d6pendante du 
taux d'DL-8 intracellulaire au niveau des cultures (+IFN7) confirme le role de cette cytokine 
pro-inflammatoire sur la production et liberation de IL-8. 
> Liberation de PGE-2 
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Les effets de ITFN-7 sur la production et liberation de PGE-2 ont 6t6 6tudi6s dans les mSmes 
conditions experimental que precedemment decrites (tableau 31). 



PGE-2 extracellulaire (pg/ng prolines) 


Temoin 


Merferon-y (U/mL) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 


10,49 


3,60 


3,45 


3,48 


3,80 


Ecart-type 


3,16 


0,61 


0,32 


0,74 


0,13 



Tableau 31 



Les resultats montrent que ITFNy n'est pas capable de stimuler, dans la gamme des 
5 concentrations test6es, la production et liberation de PGE-2. 
c ) Activite anti-inflammatoire : 
Letude a ete r^alisee sur des keratinocytes isol6s k partir de peau de prepuce de jeunes enfants 
(souche K02-1H6). 

Chaque actif, terminoloside, madecassoside et het6rosides, a et6 teste k 4 concentrations: 
10 Ci = 0,10 mg/ml C 2 = 0,25 mg/ml C 3 = 0,50 mg/ml C 4 = 1,00 ing/ml 

Conditions d'essai: 

1. Traitement des cellules, pendant 48h, avec le produit k l'etude avant induction du stress 
irritatif; 2. Induction du stress irritatif: IFN-7 (1000 U/ml) ; 3. Incubation des cellules « 
activees », pendant 24h, en presence du produit k l'etude ;4. Dosage: IL-8 (extracellulaire) et 
15 DL-la (intracellulaire). Dosage des prolines cellulaires. 
> Liberation de IL-8 

Les tableaux 32 k 34 suivants regroupent les taux dTL-8 obtenus apres activation des cellules 
(+IFN-7) ainsi que les taux basaux (-IFN- 7). La production d'IL-8 induite par 1TFN- 7 et 
Tactivite anti-inflammatoire (AA1) ont ete calcuiees, pour chaque concentration d'actif, selon : 

20 A. A.I = [(lL-8(cellules t&noins + IFN) " IL-8( ce llules traitdes-IFN)) / EL-8( ce llutes tfcnoins + IFN)]xl00 



■ Terminoloside 





Control 
(-IFN-y) 


Temoin 
(+IFN-7) 


IFN-y + TERMINOLOSIDE 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


IL-8 (pg/ng 
prot) 


0,099 +/- 
0,005 


0,843 +/- 
0,026 


0,862 +/- 
0,076 


0,762 +/- 
0,052 


0,708 +/- 
0,030 


0,492 +/- 
0,014 


Activity anti-inflammatoire (%) 


0% 


9% 


15% 


42% 



Tableau 32 
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Une tres importante liberation d f IL-8 est observe au niveau des cultures t6moins aprfes 
stimulation par riFN-7. Le tr&s faible taux de base enregistr6 au niveau des cultures non 
stimulees indique que IL-8 n'est pas pr6sente a l'etat basal mais que son expression et sa 
liberation peuvent Stre induites par ITFN-7 Le taux de base est multiplie par 8,5 aprfcs 
5 stimulation par l'IFN-7 Les taux d'IL-8 enregistr6s aprfcs stimulation par l'IFN-7 au niveau des 
cultures traitees avec Tactif tenninoloside sont inferieurs k celui du controle (+)IFN-7. 
L'effet de l'actif tenninoloside vis-i-vis de la liberation d'IL-8 induite par IFN-7 est dose- 
dependant. Les differences enregistrees au niveau des lots C 2 (p ^0,05), C 3 (p ^0,01) et C 4 
(p <£0,01) se sont r6v616es statistiquement significatives (test t de Student) par rapport au 
10 controle (+)IFN-7. La plus forte concentration testee.(l mg/ml) est capable de r6duire de 42% 
la production d'IL-8 induite par FIFN-7. 



■ Madecassoside : 





Control 
(-IFN-y) 


Temoin 
(+IFN-Y) 


IFN-y + MADECASSOSIDE 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml , 


IL-8 (pg/ug 
prot) 


0,099 +/- 
0,005 


0,843 +/- 
0,026 


0,656 +/- 
0,043 


0,643 +/- 
0,047 


0,614 +/- 
0,039 


0,368 +/- 
0,019 


Activite anti-inflammatoire (%) 


21% 


24% 


27% 


56% 



Tableau 33 



Les resultats montrent une diminution dose-dependante d'IL-8 au niveau des lots traites avec 
15 le mad6cassoside et stimuies par liFN-7. Les differences au niveau des lots Q, C 2 , C3 et C4 
sont statistiquement significatives (p <0,01, test de Student). La concentration Img/ml est 
capable de reduire de 56% la production d'IL-8. 



■ Heterosides : 





Control 
(-IFN-y) 


T6moin 
(+IFN-Y) 


IFN-y + HETEROSIDES 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


IL-8 (pg/ug 
prot) 


0,099 +/- 
0,005 


0,843 +/- 
0,026 


0,83 +/- 
0,04 


0,63 +/- 

0,1 


0,47 +/- 
0,06 


0,36 +/- 
0,01 


Activity anti-inflammatoire (%) 


1% 


25% 


44% 


57% 



Tableau 34 
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15 



Les resultats montrent une diminution dose-dependante d'IL-8 au niveau des lots traites avec 
le melange d'heterosides (madecassoside, tenninoloside et asiaticoside) et stimul6s par ITFN- 
y. Les differences au niveau des lots d, C 2 , C 3 et C 4 sont statistiquement significatives 
(p<£),01, test t de Student). La concentration lmg/ml est capable de reduire de 57% la 
production d'IL-8. 

> Production d'lL-la intracellulaire 
Les tableaux 34 a 36 suivants regroupent les taux intracellulaires d'lL-la! apres activation des 
cellules (+IFN-7) et le taux basal (-IFN-y). La production d'lL-la induite par l'IFN-7 et 
l'activit6 anti- inflammatoire (AAI) ont ete calculees pour chaque concentration selon: 
IL-la production = IL-Ic^+ifn) - IL-1o(-ifn) 

A.A.I = [(IL-la production ( ce!i U !e S ,faK>ins)-IL-la production (ce ii u ies «rait*e S ))/IL-la production(cellules 
temoins)]xl00 

■ Tenninoloside 



20 





Control 
(-IFN-y) 


Temoin 
(+3FN-Y) 


IFN-y + TERMINOLOSIDE 




Omg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


IL-la (pg/ug 
prot) 


2,71+/- 
0,09 


10,04+/- 
0,44 


8,78 +/- 
0,77 


8,08 +/- 
0,43 


7,31 +/- 
0,38 


5,02 +/- 
0,13 


IL- 1 a production 


7,33 


6,07 


5,37 


4,60 


2,31 


Activite anti-inflanunatoire (%) 


17% 


27% 


37% 


68% . 



Au niveau du Lot Temoin, le taux de base d'lL-lo; est multiplie par 3,7 apres traitement par 
riFN-Y, confirmant que IL-la est une cytokine dont la production intracellulaire peut etre 
induite par ITFN-y. Une nette diminution du taux d'lL-la est enregistree au niveau des cultures 
trait6es avec l'actif Tenninoloside. L'effet inhibiteur est dose-dependant. Les differences au 
niveau de Ci (p ^0,05), C 2 (p <0,01), C 3 (p ^0,01) et C 4 (p ^0,01) sont statistiquement 
significatives (test t de Student) par rapport au Temoin (+)IFN-7 
L'actif a 1 mg/ml est capable de reduire de 68% la production dTL-la induite par IFN-Y- 
* Mad6cassoside 



25 
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Control (- 
IFN-y) 


Temoin 
(+IFN-Y) 


IFN-y + MADECASSOSSIDE 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


IL-la(pg/ug 
prot) 


2,71 +/- 
0,09 


10,04+/- 
0,44 


8,23 +/- 
0,57 


8,23 +/- 
0,64 


8,07 +/- 
0,69 


6,05 +/- 
0,37 


EL-laproc 


uction 


7,33 


5,52 


5,52 


5,36 


3,34 


Activity anti-inflammatoire (%) 


25% 


25% 


27% 


54% 



Tableau 36 



Les resultats montrent une diminution de 54% (p <0,01) du taux dTL-la niveau des cultures 
traitees avec l'actif mad6cassoside a lmg/ml. Par contre, les concentrations Q, C 2 et C 3 
semblent 6quivalentes: une reduction de 25% (p ^0,01) du taux dTL-la est observee. 
5 ■ H6terosides 





Control (- 
IFN-y) 


Temoin 
(+BFN-y) 


IFN-y + HETEROSIDES 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


EL-la!(pg/ug 
prot) 


2,71 +/- 
0,09 


10,04 +/- 
0,44 


8,78 +/- 
0,13 


9,03 +/- 
0,83 


7,52 +/- 
0,38 


5,56 +/- 
0,39 


EL-laproc 


luction 


7,33 


6,07 


6,32 


4,81 


2,85 


Activate anti-inflammatoire (%) 


17% 


14% 


34% 


61% 



Tableau 37 

Les resultats montrent une diminution de 61% (p <0,01) du taux d'lL-la niveau des cultures 



traitees avec le m61ange d'heterosides a lmg/ml. 

d> Activity anti-inflammatoire-stress PMA : 
10 Compte tenu de 1'absence d'effet de l'IFN-7 sur la production et liberation de PGE-2, l'effet 
anti- inflammatoire des actifs a ete etudi6 sur des k6ratinocytes humains normaux (souche 
Ko2-iH 6 ) stimul6s par le PMA. Chaque actif a 6t6 teste a 4 concentrations: 

Ci = 0,10 mg/ml C 2 = 0^5 mg/ml C 3 = 0,50 mg/ml C 4 = 1,00 mg/ml 
Conditions d'essai: 

15 1. Traitement des cellules, pendant 48h, avec le produit a l'etude avant induction du stress 
irritatif. 

2. Induction du stress irritatif : PMA (lOng/ml). 

3. Incubation des cellules « activees », pendant 24h, en pr6sence du produit a l'6tude. 

4. Dosage de PGE-2 (extracellulaire) et dosage des prolines cellulaires. 
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> Lib6ration dePGE-2 
Les tableaux 37 a 39 suivants regroupent les taux de PGE-2 (pg/jig prot) obtenus apr&s 
activation des cellules (+PMA) ainsi que les taux basaux (-PMA). La production de PGE-2 
induite par le PMA et Tactivite anti-inflammatoire (AAI) ont et6 calculees, pour chaque 
5 concentration, selon: PGE-2 production = [(PGE-2( +P ma)~ PGE-2(- PM a) 

A.A.I = [(PGE-2 production(ccllules tihnoins) - PGE-2 productibn(cellulestraittes) / PGE- 

2production( C eiiuies t$moins)]xl00 



■ Terminoloside 





Controle 
(-PMA) 


Temoin 
(+PMA) 


PMA + Actif "TERMINOLOSIDE" 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


PGE-2 (pg/ug 
prot) 


165,8 +/- 
19,8 


660,0 +/- 
51,6 


660,0 +/- 
29,9 


606,80 +/- 
63,6 


445,7+/- 
16,7 


321,0+/- 
21,1 


PGE-2 production 


494,2 


494,2 


441,0 


279,9 


115,2 


Activite anti-inflammatoire (%) 


0% 


10,8% 


43,4% 


68,6% ; 



Tableau 38 



10 Au niveau du Lot T&noin, Texposition des keratinocytes au PMA se traduit par une tares 
importante production et liberation de PGE-2 dans les milieux des cultures temoins. Le taux 
de base enregistre au niveau des cultures non stimulees est multiplie par 4 apres stimulation 
par le PMA, confirmant que PGE-2 est une cytokine dont Texpression, la production et la 
liberation peuvent etre induites par le PMA. Les resultats montrent une diminution dose- 

15 dependante de PGE-2 niveau des lots traites avec terminoloside et stimules par le PMA. Les 
differences au niveau des lots C 3 et C 4 sont statistiquement significatives (p^D,01, test t de 
Student). La concentration Img/ml est capable de reduire de 69% la liberation de PGE-2. 



Madecassoside 





Controle 
(-PMA) 


T6moin 
(+PMA) 


PMA + MADECASSOSIDE 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


PGE-2 (pg/ng 
prot) 


165,8 +/- 
19,8 


660,0 +/- 51,6 


622,7+/- 
18,9 


618,1 +/- 
20,7 


436,3 +/- 
32,1 


348,3 +/- 
17,8 


PGE-2 production 


494,2 


456,9 


452,3 


270,5 


182,5 


Activity anti-inflammatoire (%) 


7,5% 


8,5% 


45,3% 


63,1% 



Tableau 39 
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Une nette diminution du taux de PGE-2 est enregistree au niveau des cultures trait6es avec 
l'actif madecassoside.L'effet inhibiteur est dose- d6pendant. Seules les differences au niveau 
de C 3 et C 4 sont statistiquement significatives (p<0.01, test t de Student) par rapport au 
T6moin (+)PMA. L'actif madecassoside a une concentration de 1 mg/ml est capable de 
5 r6duire de 63% la production de PGE-2 induite par le PMA. 



■ H6t6rosides 





ContrSle 
(-PMA) 


Temoin 
(+PMA) 


PMA + HETEROSIDES 




0 mg/ml 


0,1 mg/ml 


0,25 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


PGE-2 (pg/ng 
prot) 


165,8 +/- 
19,8 


660,0+/- 51,6 


646,5 +/- 
33,8 


515,1+/- 
48,4 


326,8 +/- 
15,5 


142,1 +/- 
6,6 


PGE-2 production 


494,2 


480,7 


349,3 


161,0 


0 


Activity anti-inflarnmatoire (%) 


2,7% 


29,3% 


67,4% 


100% 



Tableau 40 



L'effet inhibiteur est dose-dependant. Le melange d'heteroside a une concentration de 1 
mg/ml est capable d'inhiber totalement la production de PGE-2 induite par le PMA. 

10 e) Conclusion 

L'activite anti-inflammatoire des actifs terminoloside, madecassoside et heterosides a ete 
evaluee sur un modele in vitro par leur capacite a moduler la production de cytokines 
epidermiques (IL-8, IL-la et PGE-2) qui jouent un role cle dans les etapes du processus 
inflammatoire. L'etude a 6te, realisee sur des keratinocytes humains normaux stimules par 

1 5 Tinterferon-7 (IFN-7) ou par le PMA. 

L'activite anti-inflammatoire des actifs etudies a ete* apprecieepar lamesure des taux de : 

• IL-8 et IL- 1 a apres activation par riFN-7. 

• PGE-2 apres stimulation par le PMA. 

Dans les conditions exp6rimentales retenues, cette 6tude a montr6 que: 
20 > l'JFN-7, dans la gamme des concentrations testes (100 a 2000U/ml), induit, de maniere 
dose-dependante une nette stimulation de la production d'IL-la(intraceUulaire) et provoque la 
production et lib6ration d ! IL-8 dans les milieux de culture. Par contre, les memes 
concentrations d ! !FN-7ne sont pas capables de stimuler la liberation de PGE-2. 
> le PMA, k dose non toxique (10 ng/ml), provoque la lib6ration de PGE-2 dans les milieux 
25 de culture. 
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> les actifs terminoloside, mad6cassoside et heterosides sont capables de moduler la 
production des interleukines IL-8 et BL-la ainsi que celle de la prostaglandine-2 en reponse au 
stress inflammatoire. La comparaison des taux de cytokines a mis en evidence des effete anti- 
inflarnmatoires variables selon les produits etudies, le type de cytokine considers et les 
5 changements observes: 

• Vis-a-vis dTL-8 

Les trois actifs testes sont capables de moduler, de maniere dose-dependante, la production et 
la liberation extracellulaire de cette cytokine. 

Si Ton considere le taux de cytokine enregistre apres traitement des cellules avec la plus forte 
10 concentration d'actif, les 3 produits testes peuvent etre classes, en fonction de leur potentiel 
anti-inflammatoire, de la maniere suivante: 

Heterosides > Madecassoside > Terminoloside 

• Vis-a-vis d'lL-la 

Les trois actifs testes sont capables de reduire egalement la production et Taccumulation 
15 intracellulaire d'lL-la induite par ITFN-7. Les 3 produits test6s peuvent etre class6s, en 
fonction de l'effet anti-inflammatoire maximal, de la maniere suivante: 

Terminoloside SdH6terosides ^Madecassoside 
Vis-a-vis de PGE-2 

Les 2 actifs, madecassoside et terminoloside, sont capables de reduire tres nettement la 
20 liberation de PGE-2 induite par le PMA. Le melange d'heterosides est capable d'inhiber 

totalement la production de PGE-2 induite par le PMA. Ces resultats permettent de classer les 

produits de la maniere suivante: 

Heterosides > Madecassoside ^Terminoloside 

Compte tenu du rdle important de ces cytokines dans le processus inflammatoire, laeapacit6 
25 manifestee par les actifs terminoloside, mad6cassoside et heterosides a moduler, de maniere 

importante, la production des interleukines BL-8 et BL-lce, ainsi que celle de la prostaglandine- 

2 par des keratinocytes stimulus in vitro, peut etre consid6r6e comme un element tres 

favorable a l'activite « anti-inflammatoire» recherchee. 
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Revendications 

1. Proceae de preparation d'un extrait de Centella asiatica comprenant un melange de 
madecassoside, de terminoloside et d'asiaticoside, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) extraction des parties aeriennes de CenteUa asiatica au moyen d'un solvant 
alcoolique ; 

b) passage sur r6sine anionique de la solution alcoolique obtenue a l'6tape a) ; 

c) delipidation selective par extraction liquide/liquide de l'eluat obtenu a 1'etape 
b); 

d) concentration de la phase hydro-alcoolique delipidee jusqu'en phase aqueuse 
avec filtrations successives ; 

e) passage successif sur resine cationique puis sur resine anionique de la phase 
aqueuse obtenue a l'&ape d) ; 

f) stabilisation de la phase aqueuse obtenue a 1'etape e) par addition d'alcool et 
obtention d'un melange comprenant du madecassoside, du terminoloside et de 
l'asiaticoside. 

2. Procede de preparation d'un extrait de Centella asiatica comprenant un melange de 
madecassoside et de terminoloside, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) extraction des parties aeriennes de Centella asiatica au moyen d'un solvant 
alcoolique ; 

b) passage sur resine anionique de la solution alcoolique obtenue a l'&ape a) ; 

c) delipidation selective par extraction liquide/liquide de l'&uat obtenu a 1'etape 

b); 

d) concentration de la phase hydro-alcoolique delipidee jusqu'en phase aqueuse 
avec filtrations successives ; 

e) passage successif sur resine cationique puis sur resine anionique de la phase 
aqueuse obtenue a l'&ape d) ; 

f) stabilisation de la phase aqueuse obtenue a 1'etape e) par addition d'alcool ; 

g) chromatographic s61ective de la phase hydro-alcoolique pre-purifiee obtenue a 
l'6tape f) ; et 
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h) recuperation du melange de madecassoside et de terminoloside dans sa forme 
finale. 

3. Procede d'extraction selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que la resine anionique 
utilise a l'etape b) est une resine anionique forte avec des groupements fonctionnels du type 
ammonium quaternaire. 

4. Procede d'extraction selon Tune quelconque des revendications precedentes, caract£rise en 
ce que la resine cationique utilise a l'etape e) est une resine cationique forte avec des 
groupements fonctionnels du type sulfonates. 

5. Procede d'extraction selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que la resine anionique utilis6e a l'etape e) est une resine anionique forte avec des 
groupements fonctionnels du type ammonium quaternaire. 

6. Procede d'extraction selon l'une quelconque des revendications 2 a 5, caracterise en ce que 
le solvant utilise lors de la chromatographic selective de l'etape g) est un melange d'eau et 
d'ethanol dans des proportions eau/ethanol variant de 50/50 a 90/10 en volume / volume. 

7. Procede d'extraction selon l'une quelconque des revendications 2 a 6, caracterise en ce que 
la phase stationnaire utilise lors de la chromatographic selective est une phase stationnaire 
apolaire, notamment une phase stationnaire constitute de silices apolaires greffees, les 
greffons apolaires ay ant 2 a 18 atomes de carbone. 

8. Procede d'extraction selon l'une quelconque des revendications 2 a 7, caracterise en ce que 
le melange de madecassoside et de terminoloside est obtenu avec une purete sup&ieure k 95% 
en masse par rapport au poids de Pextrait. 

9. Extrait de Centella asiatica suceptible d'etre obtenu par le procede selon l'une quelconque 
des revendications 2 a 8, comprenant plus de 95% en masse d'un melange de madecassoside 
et de terminoloside. 
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10. Extrait de Centella asiatica selon la revendication 9, caracterise en ce que le melange a un 
rapport massique en madecassoside : totum compris entre 30% et 70%, avantageusement 
entre 40 et 60%. 

11. Precede d'extraction selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
qu'il comprend en outre, en parallele, une etape de standardisation du melange obtenu a 
l'etape f) par ajout d'une quantite appropriee d'un extrait selon la revendication 9 ou 10 de 
facon a ce que l'extrait final ainsi obtenu ait une purete comprise entre 90 et 98% en poids, 
par rapport au poids total de l'extrait final. 

12. Extrait de Centella asiatica standardise susceptible d'etre obtenu par le precede selon la 
revendication 11, comprenant au moins 75%, avantageusement au moins 85% en masse, par 
rapport au totum, d'un melange de madecassoside, de terrninoloside et d'asiaticoside. 

13. Extrait standardise selon la revendication 12, caracterise en ce que le rapport massique 
asiaticoside : (madecassoside + terrninoloside) est compris entre 5:95 et 25:75. 

14. Extrait standardise selon la revendication 12 ou 13, caracterise en ce que le rapport 
massique madecassoside:terminoloside est compris entre 30:70 et 70:30, avantageusement 
entre 40:60 et 60:40. 

15. Medicament comprenant un extrait de Centella asiatica selon la revendication 9 ou 10 et 
un support pharmaceutiquement acceptable. 

16. Medicament selon la revendication 15, destine a reguler les mecanismes inflammatoires. 

17. Medicament selon la revendication 15 ou 16, destine au traitement des maladies auto- 
immunes, des maladies inflammatoires chroniques, des maladies inflammatoires atopiques ou 
des maladies intestinales. 
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18. Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 17, destine au traitement du 
psoriasis, du vitiligo, du pityriasis, des sclerodermies, des dermatoses bulleuses, de V eczema, 
de la dermatite atopique, de 1'allergie ou de Tarthrite rhumatoide. 

5 19. Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 18, destine k la prevention et 
au traitement des derives inflammatoires chroniques li&s au vieillissement et ses 
consequences. 

20. Medicament selon la revendication 19, destine a la prevention et au traitement des 
10 maladies choisies parmi les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies pigmentaires de la 

peau, Phypervascularisation dermique, les fissurations inflammatoires. 

21. Medicament selon la revendication 19, destine k reguler 1'homeostasie tissulaire 
dermique. 

15 

22. Composition cosmetique comprenant un extrait de Centella asiatica selon Tune 
quelconque des revendications 12 a 14 et un support cosmetiquement acceptable. 

23. Utilisation cosmetique de la composition selon la revendication 22, pour prevenir toute 
20 derive pathologique auto-immune pouvant resulter du vieillissement de la peau, pour retarder 

le vieillissement naturel de la peau, pour prevenir le vieillissement acceiere de la peau 
soumise aux agressions exterieures, notamment pour prevenir le vieillissement photo-induit 
de la peau. 
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